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I) GENERALITES SUR L’ASTHME ALLERGIQUE 
 
 
1.1) Description de l’asthme allergique 
 
L’asthme est une maladie inflammatoire chronique des voies respiratoires. Une crise 
d’asthme est caractérisée par des épisodes récurrents de toux, de dyspnées et des 
difficultés respiratoires dues au rétrécissement des parois bronchiques qui se contractent 
ainsi qu’à l’abondante production de mucus. Le débit d’air inspiré et expiré est réduit c’est 
pourquoi la respiration est sifflante et une oppression thoracique y est associée (d’après 
l’organisation mondiale de la santé, OMS). La crise d’asthme peut être de courte durée (de 
quelques minutes à quelques heures) mais peut être aussi récurrente pendant plusieurs 
jours. L’effet peut être réversible spontanément ou suite à un traitement bronchodilatateur. 
  
1.2) Implication de l’asthme dans l’Histoire de l’Homme 
 
On dit que « c’est en connaissant l’histoire que l’on peut construire le présent et 
apprendre l’avenir ». Remontons le temps et cherchons à en savoir plus sur l’asthme. Cette 
maladie s’est-elle développée dans le monde moderne? Est-elle ancienne? Nos ancêtres la 
connaissaient-ils? 
Aussi surprenant que cela puisse paraître, la connaissance de cette pathologie par les 
hommes est loin d’être récente, elle est même très ancienne puisqu’elle fut décrite pour la 
première fois dans l’Egypte antique au XVIème siècle avant notre ère. En effet, l’un des plus 
anciens traités médicaux découvert à ce jour, le Georb Ebers papyrus, retrouvé en 1862 à 
Louxor, contenait des prescriptions écrites en hiéroglyphe, pour plus de 700 remèdes contre 
divers maux. L’un d’eux consistait à chauffer un mélange d’herbes sur des briques et à 
inhaler leurs fumées, permettant ainsi aux malades de mieux respirer. 
Le terme « asthme » vient du verbe grec « aazein », qui signifie « haleter » ou 
« respirer par la bouche ouverte, le souffle pointu». Ce mot vient du médecin Hippocrate de 
Cos et il fut employé pour la première fois dans la Grèce Antique au XIXème siècle avant 
Jésus Christ. Plus précisément dans l’Illiade d’Homère lorsqu’Hector, le héros de la guerre 
de Troie, fut étendu sur la plaine, meurtri par une atroce suffocation après avoir eu le torse 
transpercé par la lance d’Achilles. 
Cependant, ce fut le maître clinicien grec, Arétée de Cappadoce, qui donna la première 
description clinique de la pathologie. Il décrivit ainsi l’asthme comme une crise d’étouffement 
et «une soif d’air inextinguible». 
De plus, il y a quelques centaines d’années, en Chine, on donnait aux asthmatiques un 
mélange d’herbe contenant de l’éphédrine à partir desquelles ils inhalaient les bêta-
agonistes qui réduisaient la  broncho-constriction. 
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Plus récemment, au début du XXème siècle, l’asthme fut considéré comme une 
maladie psychosomatique, ce qui ralentit grandement les progrès de la médecine concernant 
cette pathologie. Le traitement préconisé était la psychanalyse ou encore d’autres « remèdes 
parlés ». Les psychanalystes traitaient les asthmatiques comme des personnes souffrant de 
dépression. Fort heureusement, cette théorie psychologique fut réfutée et l’asthme considéré 
comme un réel état physique. 
Finalement, ce fut en 1960 que l’asthme fut reconnu comme une maladie 
inflammatoire, lorsque des médicaments anti-inflammatoires furent utilisés. 
 
1.3) Données épidémiologiques : l’asthme à travers le monde 
 
Depuis 20 ans, la prévalence de l’asthme en France et dans le monde n’a cessé 
d’augmenter, allant même jusqu’à doubler. Plus de 235 millions de personnes en sont 
affectées, selon les dernières données de l’organisation mondiale de la santé (OMS) 
publiées en 2014 et environ 225 000 personnes en meurent chaque année. La plupart des 
décès qui lui sont imputables surviennent dans les pays à faibles revenus ou aux revenus 
intermédiaires. 
En France, l’asthme touche 3,5 millions de personnes dont un tiers a moins de quinze 
ans. En effet, la prévalence de l’asthme chez l’enfant fut estimée à 9% en 2009 (Delmas and 
Fuhrman 2010). Cette maladie étant la première cause d’absentéisme à l’école et la plus 
fréquente dans les admissions en service pédiatrique, elle constitue un réel problème de 
santé publique. 
Le coût de l’asthme a fait l’objet de nombreuses études. En France, le coût annuel de 
l’asthme est estimé à 1,5 milliard d’euros, tandis qu’aux Etats-Unis,  cette estimation monte à 
5,1 milliard de dollars de coûts directs. Les principaux déterminants de ce coût sont la 
sévérité et le contrôle de la maladie. Un asthme sévère nécessite une quantité de soins 
élevée et un recours à un pneumologue ou à l’hospitalisation assez fréquent. En France le 
coût d’une hospitalisation d’un patient asthmatique de moins de 70 ans s’élève à 1900 euros 
et peut atteindre 3500 euros en cas de comorbidité associée. De plus, la part relative des 
coûts indirects (absentéisme à l’école ou au travail) reste importante chez les asthmatiques 
sévères. 
Diverses recommandations furent établies par les services publics pour diminuer ce 
coût, notamment la qualité des programmes d’éducation pour la santé. Ceci ayant eu pour 
conséquence de diminuer de façon significative le nombre d’hospitalisations, les passages 
aux urgences et l’absentéisme professionnel et scolaire. Les campagnes d’informations 
organisées par des associations comme « Asthme et Allergies » et la journée mondiale de 
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l’asthme permettent de mieux informer les personnes sur cette maladie. Des brochures 
mises à disposition du grand public sont développées par des groupes comme Stallergenes.  
De plus, les comorbidités (sinusite, reflux gastro-oesophagien, infections respiratoires, 
affections dermatologiques) associées à l’asthme sont à présent mieux prises en charge. 
 
 
II) LES FACTEURS DECLENCHANT L’ASTHME  
 
L’asthme est une maladie dite plurifactorielle (Lötvall, Akdis et al. 2011). Les patients 
peuvent avoir des prédispositions génétiques à la maladie auxquelles s’ajoutent des facteurs 
environnementaux ou aggravants comme des causes hormonales ou la pollution 
atmosphérique. L’asthme résulte donc de l’interaction de plusieurs gènes et de stimuli 
environnementaux.  
 
2.1)   L’influence génétique sur l’asthme 
 
Il a été montré que les parents au premier degré de patients souffrant d’asthme ont 5 à 
6 fois plus de risques de développer la maladie (Meng and Rosenwasser 2010). 
Cependant, l’observation de l’agrégation et la ségrégation de l’asthme n’ont montré 
aucune cohérence entre les diverses populations, suggérant l’existence d’une association 
complexe de facteurs génétiques et environnementaux. 
Plusieurs stratégies ont été mises en place afin de déterminer les gènes de 
susceptibilité à l’asthme. Les gènes sensibles sont identifiés par clonage positionnel 
(identification de gène à travers un ensemble de marqueurs génétiques sur les 
chromosomes suspects),  par l’approche du gène candidat (gène potentiellement impliqué 
dans l’asthme) ou encore par une large étude d’association du génome (Genome Wide 
Association Studies, GWAS) visant à identifier les variants dans le message génétique ou 
SNP (Single nucleotide polymorphisms). De plus, les réplications indépendantes dans 
diverses populations et les études fonctionnelles fournissent des preuves supplémentaires 
dans la confirmation de l’identification de ces gènes. 
Des puces contenant des centaines de milliers de variant génétiques communs ont été 
utilisées dans les études d’association du génome (GWAS) référencées dans le catalogue 
de l’Institut national de recherche du génome humain. Ces études ont mis en évidence la 
présence de loci liés à l’asthme ou à des gènes de proximités. 
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Les gènes de susceptibilité à l’asthme ont été répartis en quatre groupes (Figure 1 et 
tableau I) (Vercelli 2008) : 
 
Groupe I : Gènes associés à l‘immunité innée et à l’immunorégulation. Ce groupe 
inclut : 
- les gènes codant pour les PRR (Pathogen recognition receptor) tels que CD14, des 
récepteurs TLR (Toll-Like Receptor) comme TLR2, TLR4, TLR6, TLR10, des récepteurs 
NOD comme  NOD1 et NOD2 
- les cytokines immunorégulatrices comme IL-10, TGF-1 
- le facteur de transcription STAT3 
- les molécules impliquées dans la présentation de l’antigène (allèles HLA-DR, HLA-
 DQ et HLA-DP)  
- le récepteur de prostaglandine PTGER2. 
 
Groupe II : Gènes associés à la différenciation des Th2 et aux fonctions effectrices tels 
que IL-4, IL-13, IL-4R. 
 
Groupe III : Gènes associés à la biologie des cellules épithéliales et à l’immunité 
mucosale. Ce groupe inclut : 
- les chimiokines telles que CCL5, CCL11, CCL24 et CCL26 
- les peptides antimicrobiens  
- les facteurs impliqués dans la maintenance de l’intégrité de la barrière des cellules 
 épithéliales tels qu’ADAM 33 et FLG 
 
Groupe IV: Gènes associés aux fonctions pulmonaires et au remodelage bronchique 
tels que TNF- ou TGF-1. 
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Gènes Locus Nom officiel Fonction biologique 
Groupe I    
CD14 5q31.1 CD14 molecule Immunité innée, reconnaissance microbienne 
IL-10 Iq31-q32 Interleukin 10 Immunorégulation 
TLR2 4q32 Toll-like receptor-like 2 Immunité innée, reconnaissance microbienne 
TLR4 9q33.1 Toll-like receptor 4 Immunité innée, reconnaissance microbienne 
Groupe II    
IL-4 5q31.1 Interleukin 4 Effecteur dans la différenciation des lymphocytes Th2 
et dans l’induction des IgE 
IL-13 5q31 Interleukin 13 Effecteur dans la différenciation des Th2, hyper 
réactivité bronchique 
STAT6 12q13 Signal transducer and activator of 
transcription 6 
Signalisation de l’IL-4 et -13 
FcεRI 11q13 Fc fragment of IgE high affinity I Effecteur de la réponse Th2 
IL-4Ra 16p12.1-p12.2 Interleukin 4 receptor alpha chain Signalisation de l’IL-4 et -13 
Groupe III    
CCL5 17q11.2-q12 Chemokine ligand 5 (RANTES) Chimioattractant pour les monocytes, les cellules T et 
les éosinophiles 
CCL11 17q21.1q21.2 Chemokine ligand 11 (eotaxin-1) Chimioattractant des éosinophiles 
CCL24 7q11.23 Chemokine ligand 11 (eotaxin-2) Chimioattractant des éosinophiles 
ADAM33 20p13 ADAM metallopeptidase domain 33 Interaction cellule-cellule et cellule-tissu 
FLG 1q21.3 Filaggrin Intégrité de la barrière épithéliale 
Groupe IV    
ADRB2 5q31-q32 Adrenergic receptor beta 2 Relaxation du muscle lisse 
TBXAR2 19pq13.3 Tromboxane A2 receptor Contraction du muscle lisse, inflammation  
TNFα 6p21.3 Tumor necrosis factor Inflammation 
TGFb1 19q13.1 Transforming growth factor, beta 1 Immunorégulation, prolifération cellulaire 
LTA 6p21.3 Lymphotoxin alpha Inflammation 
 
Tableau I: Gènes de susceptibilité associés à l'asthme allergique ou à ses phénotypes dans au 
moins cinq études d'association indépendantes et basées sur l'approche par gènes candidats. 
(D’après (Vercelli 2008) et la thèse d’Anne-Gaëlle Besnard, 2010). 
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Figure 1 : Voies de signalisation majeures impliquées dans l’asthme et gènes de 
susceptibilité associés à l’asthme. Le groupe I des gènes de susceptibilité à l’asthme codent pour 
les PRR exprimés entre autre par les cellules dendritiques. Ils codent aussi le CMHII (Complexe 
Majeur d’Histocompatibilité de classe II) exprimé par les mêmes cellules et impliqué dans la 
présentation de l’antigène aux cellules T naïves. Les gènes du groupe II codent pour les cytokines 
Th2 (IL-4, IL-5, IL-13) produites par les lymphocytes différenciés en Th2. Les gènes du groupe III et 
les gènes issus du clonage positionnel se situent au niveau des cellules épithéliales puisqu’ils sont 
associés à leur biologie et à l’immunité mucosale. Les gènes du groupe IV ne figurent pas sur cette 
représentation mais ils sont associés aux fonctions pulmonaires et au remodelage bronchique 
(Modifié d’après (Vercelli 2008) et (Martinez and Vercelli 2013)) 
 
2.2) L’influence de l’environnement sur l’asthme 
 
 Le système immunitaire et le développement pulmonaire commencent au stade 
embryonnaire. Le comportement maternel a donc une incidence sur leur évolution. Un enfant 
dont la mère fumait durant sa grossesse sera par exemple prédisposé à développer l’asthme 
(Torday and Rehan 2013). 
Les facteurs environnementaux auxquels l’enfant sera exposé dans ses premières 
années ainsi que son mode de vie renforceront ses prédispositions à la maladie. En effet, un 
enfant qui a déjà des difficultés respiratoires dans ses premières années et un système 
immunitaire fragil aura un risque accru au développement de l’asthme. De plus, il a été 
montré qu’un enfant en contact avec un environnement fermier et à la fourrure animale 
présentera moins de risque pour la maladie (Jartti and Gern 2011). 
Notre quotidien est rempli de risques en tous genres notamment les allergènes que 
l’on retrouve à la fois dans notre environnement extérieur mais aussi intérieur. Les 
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allergènes sont des antigènes susceptibles de déclencher des réponses immunitaires 
caractérisées par la production d’immunoglobulines de type E (IgE). Dans l’environnement 
extérieur, le pollen libéré dans l’atmosphère par les plantes et les arbres, déclenche des 
rhinites allergiques polliniques qui peuvent s’accompagner d’asthme. Il existe également des 
pneumoallergènes intérieurs comme les phanères d’animaux et plus particulièrement ceux 
du chat ainsi que certaines moisissures. Le tabagisme passif ou la fumée de cheminée 
constituent également des facteurs pouvant induire l’asthme tout comme les acariens de la 
poussière domestique. Certains allergènes responsables d’asthme sont contenus dans les 
aliments comme par example l’ovalbumine du blanc d’œuf, les sulfites présents dans le vin 
et dans certains médicaments ou encore la farine de blé. D’autres allergènes sont à l’origine 
de l’asthme professionnel comme les isocyanates contenus dans les teintures et peintures. 
L’environnement immédiat a donc une place prépondérante dans le développement de 
l’asthme. 
 
2.3) Les facteurs aggravant l’asthme 
 
L’action combinée de certains facteurs environnementaux et d’allergènes accroit 
l’asthme allergique. C’est le cas de la pollution urbaine qui aggrave la toxicité des pollens en 
fragilisant la surface des grains et en permettant la sortie des protéines allergisantes. De 
plus, la pollution atmosphérique à l’ozone, les hydrocarbures des gaz d’échappement et les 
particules de diesel agissent directement sur la muqueuse bronchique et peuvent entraîner 
une inflammation des voies respiratoires, occasionnant des difficultés respiratoires 
supplémentaires aux patients asthmatiques. 
Chez le jeune enfant, le tabagisme passif occasionné par des parents fumeurs 
augmente également le risque de développer un asthme (Kobayashi, Bossley et al. 2014). 
L’asthme présente aussi des particularités selon le sexe du patient. En effet, des 
différences s’observent dès le plus jeune âge : la fréquence de l’asthme chez les jeunes 
garçons est de 9,6% contre 7,4% chez les filles selon le site internet « Réseau asthme ». 
Cependant, cette disparité s’équilibre à la puberté et s’inverse chez l’adulte. En effet, 
pendant le cycle menstruel d’une femme, les variations hormonales joueraient un rôle 
puisqu’il a été montré que plus d’un tiers des femmes présentent une aggravation de leur 
asthme lors de ces périodes. Pendant la grossesse, il y a un tiers des femmes qui présentent 
une amélioration de leur asthme, un autre tiers présentent une exacerbation de la maladie 
tandis que le dernier tiers reste stable (Murphy, Gibson et al. 2005). De plus, pendant une 
période de grand bouleversement hormonal comme la ménopause, le risque de majoration 
de l’asthme est doublé en cas de traitement hormonal (Zemp, Schikowski et al. 2012). 
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III) PHYSIOPATHOLOGIE DE L’ASTHME ALLERGIQUE 
 
L’asthme est une maladie inflammatoire qui se développe en plusieurs étapes. 
- Lors de la première étape, l’allergène entre en contact avec les cellules 
épithéliales. La réponse allergique est initiée sous la dépendance des cellules 
dendritiques. 
- Vient ensuite l’étape effectrice où la réponse inflammatoire est provoquée par la 
libération de médiateurs chimiques par les cellules inflammatoires.  
- Enfin, l’étape de remodelage bronchique est amorcée au cours de laquelle les 
bronches subissent des altérations en partie irréversibles. 
  
3.1) La phase d’immunisation 
 
Le développement clinique de la sensibilisation à un allergène dépend de plusieurs 
facteurs (Galli, Tsai et al. 2008): 
- Le génotype de l’hôte 
- Le type d’allergène 
- La concentration d’allergène dans l’environnement 
- Le temps d’exposition aux agents qui déclenchent le processus de sensibilisation 
tels que les ligands de TLR c'est-à-dire les endotoxines, la chitine, plusieurs 
organismes et des polluants de l’environnement 
- Le type de contact du système immunitaire avec l’allergène 
- La sous-population de cellules dendritiques qui participe à la réponse immunitaire 
- Les facteurs génétiques et environnementaux qui influencent l’épithélium (sa 
perméabilité aux allergènes peut favoriser le développement de la réponse des 
cellules Th2) 
 
Les cellules épithéliales représentent la première ligne de défense aux allergènes 
inhalés. Ces cellules expriment des récepteurs TLR et d’autres récepteurs de 
reconnaissance (PRR) (Lambrecht and Hammad 2013). 
En plus de l’épithélium et de la muqueuse pulmonaire, se trouve une population de 
cellules spécialisées dans la présentation de l’antigène (Allergen-presenting cells, APCs). Il 
s’agit des cellules dendritiques (DCs). L’allergène pénètre dans les poumons en franchissant 
la barrière épithéliale soit en créant un dommage à la surface des cellules épithéliales soit 
par reconnaissance via les cellules dendritiques (Holgate 2012). 
Ces cellules forment alors un réseau très dense capable de prendre en charge 
l’allergène et de le dégrader en peptides.  Elles vont ensuite migrer vers les ganglions 
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lymphatiques drainants et présenter ces peptides aux récepteurs exprimés à la surface des 
lymphocytes T naïfs (T cell receptor, TCR) via le CMH de classe I ou II (Figure 2). 
Figure 2 : Sensibilisation des voies respiratoires par un allergène. L’allergène franchit la 
barrière des cellules épithéliales et est reconnu par les récepteurs exprimés par les cellules 
dendritiques. Ces cellules dégradent l’allergène en peptides et migrent vers les ganglions 
lymphatiques où elles présentent les peptides aux cellules T naïves. Cette reconnaissance s’effectue 
via le CMH de classe II exprimé par les DC et le TCR exprimé par les lymphocytes T naïfs. Par cette 
reconnaissance, les cellules T se différencient en Th2 produisant des cytokines pro-inflammatoires 
(IL-4, IL-13) qui activent les lymphocytes B. Ces lymphocytes produisent des immunoglobulines E qui 
vont migrer vers la source de l’inflammation où ils vont se fixer sur les récepteurs FcεRI exprimés par 
les mastocytes. Ceci déclenchera la dégranulation des mastocytes et la libération des médiateurs de 
l’inflammation induisant la réponse inflammatoire (Galli, Tsai et al. 2008). 
 
En présence de signaux inflammatoires tels que l’exposition à de faibles quantités de 
produits d’origines bactériennes ou lors d’infection pulmonaire virale, cette présentation aura 
pour conséquence la différenciation des lymphocytes T naïfs en lymphocytes T auxiliaires 2 
(Th2 ou T helper 2) (Figure 3). 
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Figure 3 : Première sensibilisation des voies respiratoires et induction de la réponse 
asthmatique allergique. Le processus est le même que celui décrit dans la figure 2 auquel s’ajoute 
d’autres stimuli comme des produits d’origines bactériennes ou virales (Holgate 2012). 
 
Après maturation et expansion clonale, une partie de ces lymphocytes Th2 se retrouve 
en circulation tandis que les autres s’accumulent dans les ganglions lymphatiques et la rate, 
constituant ainsi un stock de cellules T mémoires. Lors d’un nouveau contact avec 
l’allergène, ces cellules pourront produire rapidement et en grande quantité des cytokines 
pro-inflammatoires caractéristiques d’une réponse allergique : l’interleukine-4 (IL-4) et l’IL-13 
impliquées dans la production d’Immunoglobuline E (IgE) par les lymphocytes B. 
D’autre part, les cellules épithéliales produisent des cytokines telles que l’IL-33, l’IL-25 
et TSLP (Thymic stromal lymphopoietin) en réponse aux signaux inflammatoires (bactéries, 
virus, pathogènes reconnus par les TLR exprimés à la surface des cellules épithéliales). Ces 
cytokines sont à l’origine du maintien de l’homéostasie des muqueuses. L’exposition des 
cellules dendritiques à TSLP et à l’IL-33 entraîne le développement d’un phénotype qui 
permet la différenciation des cellules T en cellules Th2 dans les ganglions lymphatiques 
drainants. De plus, l’IL-33, le TSLP et l’IL-25 sont impliquées dans le recrutement d’un type 
cellulaire de l’immunité innée récemment découvert, les ILC2 (innate lymphoid cell 2) 
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participant à la réponse allergique via la production d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 (Williams, 
Rahman et al. 2012; Chaput, Sander et al. 2013) (Figure 5). 
En revanche, en absence de signaux pro-inflammatoires, le système immunitaire tolère 
l’inhalation de ces allergènes inoffensifs. Les cellules dendritiques sécrètent alors de l’IL-10 
provoquant ainsi l’induction des lymphocytes T régulateurs qui participent à la tolérance 
immunitaire et inhibent les réponses des lymphocytes T effecteurs (Holgate 2012) (Figure 4) 
Figure 4 : Effet des lymphocytes Treg dans la suppression des voies de signalisation 
pro-inflammatoires dans la réponse à l’allergène. Les lymphocytes T régulateurs sont stimulés par 
l’IL-10 et le TGF-β. Ces cellules inhibent la réponse d’autres types cellulaires (lymphocytes Th1/Th17, 
lymphocytes B, mastocytes, basophiles, éosinophiles, plusieurs types de cellules dendritiques) 
(Holgate 2012). 
 
3.2) La phase effectrice 
 
3.2.1) La réaction d’asthme immédiate ou précoce 
 
Certains symptômes de l’asthme apparaissent dès la première heure après l’exposition 
à l’allergène comme des dyspnées et des difficultés respiratoires, la toux et la sensation 
d’oppression thoracique. L’apparition de ces symptômes s’explique par la production de 
médiateurs chimiques provenant de la dégranulation des mastocytes, basophiles ou 
éosinophiles, ayant pour conséquence majeure la contraction des muscles lisses 
bronchiques et la formation d’œdèmes. 
La production des cytokines pro-inflammatoires IL-4 et IL-13 par les cellules Th2  et les 
ILC2 permet la libération par les lymphocytes B d’immunoglobuline E dans la circulation. Ces 
IgE ont la capacité de se lier aux récepteurs FcRI à la surface des mastocytes et des 
basophiles (Figure 2).  
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De plus, la production d’IL-5 par les cellules Th2 et les ILC2 permet le recrutement de 
cellules spécifiques de l’inflammation : les éosinophiles. La  présence de l’allergène entraîne 
la dégranulation des mastocytes, des basophiles et des éosinophiles libérant des médiateurs 
pré-formés tels que l’histamine, des peroxydases, des facteurs chimiotactiques et des 
protéases neutres, ou de médiateurs néo-formés tels que les superoxides, des cytokines, 
des facteurs d’activation plaquettaires, des leucotriènes et des prostaglandines (Holgate 
2008) (Figure 5) 
Figure 5 : Représentation schématique de la cascade inflammatoire dans l’asthme 
allergique. L’allergène ou les protéases qu’il contient rompt les jonctions serrées des cellules 
épithéliales et franchit la barrière de ces dernières. Elles produisent l’IL-25, l’IL-33 et le TSLP qui 
stimulent à la fois les cellules dendritiques et les ILC2 (Innate Lymphoïdes Cell 2). Les cellules Th2 
activées et les ILC2 produisent à leur tour de l’IL-5 stimulant les éosinophiles et l’inflammation. L’IL-4 
et l’IL-13 produites par les cellules Th2 et les ILC2 induisent la production d’IgE qui se fixe sur les 
récepteurs FcεRI des mastocytes entraînant leur dégranulation. Ces granules sont notamment 
constitués d’histamine, de leucotriènes et de prostaglandines qui stimulent l’hyperréactivité 
bronchique (Modifié d’après (Chaput, Sander et al. 2013)). 
 
Les médiateurs pré-formés sont responsables de la vasodilatation et de l’augmentation 
de la perméabilité vasculaire qui induisent des œdèmes et des changements fonctionnels 
importants pour les organes touchés tels que la bronchoconstriction, la sécrétion de mucus 
dans les voies respiratoires, des crises urticaires, des vomissements et des diarrhées. En 
revanche, les médiateurs néo-formés sont eux responsables du recrutement et de 
l’activation locale des leucocytes, contribuant au développement de la réaction d’asthme 
tardive (Galli, Tsai et al. 2008). 
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3.2.2) La réaction d’asthme tardive 
 
 La réaction d’asthme tardive se développe typiquement 2 à 6 heures après  
l’inhalation de l’allergène avec un pic plus élevé de 6 à 8 heures (Galli, Tsai et al. 2008). Elle 
est souvent plus sévère que la phase précoce et est caractérisée par l’accumulation de 
cellules mononuclées (monocytes et lymphocytes) et d’éosinophiles. L’accumulation de ces 
populations cellulaires ou l’exposition répétée à des allergènes spécifiques, à l’origine de 
l’inflammation chronique, sont associées aux dysfonctionnements prolongés des voies 
respiratoires ainsi qu’aux dommages structuraux des voies aériennes. (Lukacs 2001) 
(Figure 6) 
Figure 6: Représentation schématique des deux principales phases effectrices de 
l’asthme allergique : la phase précoce et la phase tardive. Lors de la phase précoce (entre 5 et 60 
min après l’exposition à l’allergène), la conséquence principale est la libération des médiateurs de 
l’inflammation par les mastocytes. Lors de la phase tardive (entre 4 et 24h après l’exposition à 
l’allergène), ces médiateurs agissent et entraînent l’accumulation des leucocytes, d’éosinophiles, de 
cellules T et de macrophages en grande quantité. Ceci à pour conséquence la production de 
cytokines par ces cellules qui engendre des changements structuraux des voies aériennes ainsi 
qu’une production de mucus (Lukacs 2001). 
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3.3) La phase de remodelage bronchique 
 
L’inflammation persistante induite par une exposition prolongée ou répétitive à un 
allergène spécifique a pour conséquence la modification structurale des voies aériennes. 
Ces changements interviennent au niveau de la matrice extracellulaire à cause de l’altération 
du nombre, du phénotype ou de la fonction des cellules impliquées dans la structure des 
tissus affectés. D’un point de vue histopathologique, le remodelage bronchique se 
caractérise par un épaississement des parois bronchiques, incluant l’épithélium, la lamina 
reticularis, les sous-muqueuses et les muscles lisses Certains TLR sont exprimés de 
manière intracellulaire à l’intérieur du réticulum endoplasmique, dans des endosomes, des 
vésicules ou des lysosomes. Les virus peuvent fusionner avec la membrane plasmique et se 
retrouver dans les endosomes où ils sont reconnus uniquement par les TLR endosomaux 
(Blasius and Beutler 2010).créant une bronchoconstriction. L’hyperplasie des cellules en 
gobelet aussi appelées cellules caliciformes à pour conséquence une hypersécrétion de 
mucus. En effet, ces cellules sécrètent des glycoprotéines, les mucines (MUC), composant 
principal du mucus. Chez l’homme, il en existe 13 dont la plus connue est MUC5AC qui est 
exprimée dans les voies respiratoires des sujets sains et est surproduite chez les sujets 
asthmatiques. L’hypertrophie des cellules glandulaires est donc associée à une 
hypersécrétion de mucus et une desquamation de l’épithélium (Shifren 2012) (Figure 7).  
Figure 7 : Représentation schématique d’une bronche normale (à gauche) et d’une 
bronche ayant subi un remodelage (à droite). Lors du remodelage bronchique, la paroi bronchique 
s’épaissit tout comme les cellules caliciformes qui produisent alors du mucus, caractéristique de 
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l’asthme. Des cytokines pro-inflammatoires sont produites en abondance (IL-4, IL-5, TGF-β), des 
cellules sont recrutées sur le site d’inflammation (éosinophiles, neutrophiles, cellules Th2) et 
l’expression des métalloprotéinases (TIMP) est augmentée (Shifren 2012) 
 
Parmi les changements structurels, il est également noté une augmentation des dépôts 
de protéines de la matrice extracellulaire comme la fibronectine et le collagène de type I, III 
et V sur les myofibroblastes (Galli, Tsai et al. 2008). Cette augmentation est due à un 
déséquilibre de l’expression des métalloprotéinases qui dégradent ces protéines et de leurs 
inhibiteurs endogènes (les TIMP). Ceci conduit à une accumulation de fibroblastes et de 
myofibroblastes activés, créant ainsi une fibrose et une inflammation chronique. 
D’un point de vue immunologique, on note une augmentation du recrutement des 
éosinophiles et des neutrophiles ainsi qu’une augmentation de la production des cytokines 
pro-inflammatoires (IL-4, IL-5 entre autres). 
 
IV) LES PRR, SENSEURS DE L’IMMUNITE INNEE  
 
 Certaines cellules comme les cellules épithéliales et les cellules présentatrices 
d’antigène (CPA) sont équipées de récepteurs. L’induction d’une réponse innée repose sur 
la reconnaissance de motifs moléculaires par ces récepteurs connus sous le nom de 
« senseurs » de l’immunité innée ou PRR. Ils détectent rapidement les motifs moléculaires 
particuliers associés aux pathogènes (PAMPs, pathogen-associated molecular patterns) que 
l’on trouve dans les micro-organismes ou les motifs moléculaires associés aux dommages 
cellulaires (DAMPs, damage-associated molecular patterns) libérés aussi lors d’une mort ou 
d’un stress cellulaire. L’activation des PRR conduit à la libération de cytokines, de 
chimiokines et de peptides antimicrobiens qui attirent et activent les cellules de l’immunité 
innée et de l’immunité adaptative (Lambrecht and Hammad 2012). Parmi les PRR exprimés 
par l’épithélium pulmonaire et les CPA, se trouvent les TLR (toll-like receptors), les NLR 
(NOD-like receptors), les CLR (C-type lectin receptors) et les PAR (proteases-activated 
receptors). Tous ces récepteurs sont des senseurs de l’immunité innée, conservés au cours 
de l’évolution, qui ont pour rôle la détection de signaux de danger. 
 
4.1) Les TLR (Toll-Like Receptors) 
 
 Le groupe le plus important des récepteurs de l’immunité est le groupe des 
récepteurs « Toll-like » ou TLR découvert en 1980 pour leur rôle dans le développement de 
la drosophile. En 1996, Jules Hoffman et Bruno Lemaitre découvrent que des mutations 
dans Toll rendaient les mouches sensibles à des infections létales par le champignon 
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Aspergillus fumigatus. C’est en 1997 que Ruslan Medzhitov et Charles Janeway montrent 
l’existence de récepteurs similaires chez l’homme. Cette protéine humaine est nommée 
TLR4.  
 Les études menées sur les TLR montrent que ces récepteurs sont des protéines 
possédant une région extracellulaire qui contient des motifs structuraux appelés LRR 
(leucine-rich repeats), un domaine transmembranaire et un domaine intracellulaire TIR 
(Toll/IL-1 receptor) recruté lorsque les TLR se lient à leur ligands. Les LRR détectent les 
produits microbiens et reconnaissent différents ligands intracellulaires (ARN simple brin ou 
double brin viral, ADN bactérien) ou extracellulaires (le lipopolysaccharide des bactéries 
(LPS), les parasites, les champignons).  
 Ainsi, 13 récepteurs TLR ont été découvert chez la souris et 10 chez l’homme. La 
reconnaissance TLR/ligand active diverses voies de signalisation via une série de protéines 
adaptatrices (TIRAP, MyD88, TRAM, TRIF) ainsi que l’activation de NF-B ou des facteurs 
IRF3 et IRF7 (interferon regulatory factor). Cette cascade induit la production de cytokines 
pro-inflammatoires, IL-1, IL-6, IL-8 et le TNF- (Tumor Necrosis Factor ), des interférons, 
de chimiokines (comme le MIP- (Macrophage Inflammatory Protein 1 ), ou le CCL3 (CC 
Chemokine Ligand 3) et l’éotaxine), de prostaglandines et de défensines (Akira, Yamamoto 
et al. 2003) (Figure 8). 
 Figure 8 : Schéma simplifié des voies de signalisation des PRR : Toll-like receptors 
(TLR), C-type like receptors (CLR), NOD-like receptor (NLR) et proteases-activated receptors (PAR-2) 
(Jacquet 2011).  
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 Le TLR4 exprimé à la surface des cellules épithéliales reconnait les allergènes et 
joue un rôle notamment dans l’asthme allergique induit par l’allergène d’acarien HDM (house 
dust mite) (Hammad, Chieppa et al. 2009). En effet, un des ligands du TLR4 est le 
lypopolysaccharide (LPS) retrouvé sur la paroi ou à la surface des bactéries Gram négatives. 
Du LPS est aussi retrouvé dans des allergènes inhalés comme le pollen, les extraits 
d’acariens et les squames d’animaux (Lloyd 2009). Afin de déterminer l’implication du TLR4 
dans la mise en place de l’asthme allergique induit par HDM, Hammad et al, ont travaillé sur 
des souris sauvages et des souris déficientes pour le TLR4 qu’ils ont irradiées pour pouvoir 
ensuite reconstituer le compartiment hématopoïétique en injectant de la moelle osseuse de 
souris sauvages ou TLR4-/-. A partir de ces souris chimèriques, ils ont pu montrer que le 
récepteur TLR4 exprimé sur les cellules épithéliales pulmonaires est indispensable pour 
l’activation des cellules dendritiques dans les poumons et donc pour l’initiation de la réponse 
Th2 à HDM (Hammad, Chieppa et al. 2009). La reconnaissance de l’allergène d’acarien 
HDM par le TLR4 a pour conséquence la production de cytokines telles que GM-CSF, TSLP, 
IL-25 et IL-33 dans les poumons ainsi qu’une éosinophilie, une hyperréactivité bronchique, 
une production d’IgE et un remodelage bronchique (Lloyd 2009) (Figure 9).  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 9 : Mécanisme d’activation de la réponse immunitaire dans le cadre de l’asthme 
allergique induit par l’allergène d’acarien HDM (house dust mite) reconnu par le récepteur TLR4 
(Toll-Like Receptor-4) à la surface des cellules épithéliales. Ceci a pour conséquence la production de 
chimiokines et de cytokines pro-inflammatoires qui activent des cellules dendritiques. Ces cellules 
sont impliquées dans la polarisation des lymphocytes T naïfs en lymphocytes Th2 et donc 
indirectement dans le recrutement des éosinophiles, la production d’IgE, l’hyperréactivité et le 
remodelage bronchique  (Lloyd 2009). 
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Plus récemment, il a été montré qu’en plus du TLR4, le TLR2 serait aussi requis pour 
l’induction de la réponse allergique induit par HDM (Liu, Drocourt et al. 2013). En effet, 
l’extrait d’acarien HDM contiendrait du LPS, un agoniste du TLR4, et du β-glucane, un 
agoniste du TLR2. De plus, la co-stimulation du TRL2 et du TLR4 par HDM pourrait 
contribuer à la modulation de la production de la cytokine IL-12p40 impliquée dans la 
régulation de l’hyperréactivité bronchique dans les cas d’expositions prolongées aux 
allergènes (Onari, Yokoyama et al. 2009; Liu, Drocourt et al. 2013). 
Ainsi, TLR pourraient constituer des cibles thérapeutiques potentielles dans le 
traitement de l’asthme allergique. 
 
4.2) Les NLR (NOD-Like Receptors) 
 
La famille des récepteurs NLR «Nucleotide-binding and oligomerization domain (Nod-
like receptors » comprend au total 22 membres chez l’homme et bien plus chez la souris. Il 
s’agit d’un groupe de récepteurs très conservés au cours de l’évolution démontrant ainsi leur 
rôle primordial et vital dans la défense de l’hôte contre les pathogènes (Zhong, Kinio et al. 
2013).  
Tout comme les TLR, les NLR possèdent en C-terminal un domaine riche en leucine 
(LRR) permettant la reconnaissance de ligands. Ils possèdent également un domaine central 
de liaison aux nucléotides et d’oligomérisation des protéines portant différents noms : 
NACHT, NOD ou NBD (Nucleotide-binding domain) et un domaine effecteur variable en N-
terminal nécessaire à la transduction du signal. Ce dernier est composé d’un domaine PYD 
(Pyrin Domain), CARD (Caspase Activation and Recruitment Domain) ou BIR (Baculovirus 
Inhibitor of apoptosis protein Repeat)  (Walsh, Muruve et al. 2014) (Figure 10). 
 Ainsi, il existe des sous-familles de NLR : NLRA, NLRB, NLRC et les NLRP selon la 
nature du domaine N-terminal. Lorsque les différents domaines sont assemblés, ils peuvent 
former un complexe multiprotéique : l’inflammasome (NLRC, NLRP ou NAIP) découvert pour 
la première fois en 2002 par Jürg Tschopp et ses collègues (Martinon, Burns et al. 2002). 
Mais il existe des NLR non-inflammasome : les NOD (Zhong, Kinio et al. 2013). 
Après activation et oligomérisation, les inflammasomes NLRP recrutent une protéine 
adaptatrice appelé ASC (apoptosis-associated speck-like protein) contenant un domaine 
CARD et un domaine PYD. Cette protéine agit comme un adaptateur entre le domaine PYD 
des protéines NLRP et le domaine CARD de la procaspase-1. La caspase-1 (ou ICE pour 
Interleukin-1 beta Converting Enzyme) est une protéase impliquée dans l’inflammation et 
l’apoptose (Martinon, Mayor et al. 2009). Celle-ci doit être activée par clivage par certains 
inflammasomes pour remplir ses fonctions. Cependant, ceci n’est pas applicable à tous les 
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inflammasomes. En effet, il en existe qui sont ASC-indépendants comme NLRC4 par 
exemple (Figure 10) (Jacquet 2011).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10 : Organisation structurale des inflammasomes. Les inflammasomes sont des 
plateformes multiprotéiques cytoplasmiques composées de récepteur NLR, d’une protéine adaptatrice 
ASC et d’une protéine effectrice de la famille des caspases. Chaque interaction se fait via des 
domaines homologues (Modifié d’après (Walsh, Muruve et al. 2014)).  
 
Contrairement aux TLR, ces récepteurs sont localisés dans le cytosol et sont donc 
intracellulaires. De plus, les fonctions des NLR ne se limitent pas seulement à l’immunité 
puisqu’ils jouent également un rôle dans la reproduction et le développement embryonnaire. 
 
4.3) Les CLR (C-type lectin Receptors) 
 
 Les CLR (C-type Lectin Receptors) constituent une large famille de récepteurs qui se 
lient aux carbohydrates de manière calcium-dépendante. L’activité lectine de ces récepteurs 
est régie par les domaines conservés CRD (carbohydrate-recognition domains).  
 Le seul PRR dont le rôle est clairement défini dans l’activation des cellules de 
l’immunité innée induite par HDM est le CLR Dectin-2. En effet, les β-glucanes contenus 
dans l’extrait d’acarien HDM se lient au récepteur Dectin-2 (Jacquet 2011). Dans les 
poumons de souris naïves, le récepteur myéloïde Dectin-2 est exprimé par les cellules 
CD68+ CD11low  qui seraient des macrophages alvéolaires (Clarke, Davis et al. 2014). Dans 
l’asthme allergique induit par HDM, Dectin-2 dirige la génération des cellules Th2 et Th17 
par la libération de cysteinyl leucotriène et de cytokines pro-inflammatoires par les cellules 
dendritiques (Parsons, Li et al. 2014). De plus, Dectin-2 joue un rôle critique dans le 
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développement de l’éosinophilie et de la neutrophilie induites par l’exposition à HDM 
(Jacquet 2011).  
La signalisation des CLR conduit à l’activation de la protéine Syk (Spleen tyrosine 
kinase) qui active à son tour un complexe protéique composé de CARD9, BCL-10 et MALT-1 
(caspase recruitment domain family, member 9 ; B cell lymphoma 10 ; mucosa-associated 
lymphoid tissue lymphoma translocation gene 1) qui active NF-B et qui module ensuite la 
transcription de cytokine pro-inflammatoire. De plus, de façon Syk-indépendante, l’activation 
des CLR conduit à la phosphorylation de la protéine RAF-1 par la protéine RAS. L’activation 
de RAF-1 module l’induction de NF-B par les TLR pour augmenter la transcription de 
cytokine (Figure 8) (Jacquet 2011). Ainsi par ces voies de signalisation, les CLR participent 
à l’induction de la réponse allergique en reconnaissant des allergènes tels que HDM. 
 
4.4) Les PAR (proteinase-activated Receptors) 
 
 Les récepteurs PAR (proteinase-activated receptors) ne sont pas considérés comme 
d’authentiques PRR. Ils contribuent à la défense de l’immunité innée et jouent également un 
rôle de surveillance en détectant les protéases extracellulaires microbiennes.  
Ils sont activés par clivage protéolytique de leur extrémité N-terminale par des sérines 
protéases. PAR-2 peut être activé par la cystéine protéase Der p 1 (Dermatophagoides 
pteronyssinus 1) contenue dans l’extrait d’acarien HDM, induisant la libération d’IL-6 et d’IL-8 
par les cellules épithéliales pulmonaires, une polarisation des lymphocytes T naïfs en 
lymphocytes Th2 et un remodelage bronchique (Figure 11) (Jacquet 2011).  
PAR-2 est un récepteur couplé aux protéines G (GPCR). Lorsqu’il est activé par les 
sérines protéases, il induit une cascade de signalisation incluant l’activation de la 
phospholipase C (PLC) via un mécanisme Ca2+ dépendant, la protéine kinase C (PKC), la 
voie des MAP kinase ainsi que l’activation de NF-B, participant ainsi à l’induction de la 
réponse asthmatique allergique (Figure 8) (Jacquet 2011) 
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Figure 11 : Activation des cellules de l’immunité innée par l’allergène HDM. HDM est 
reconnu par des PRR tels que les TLR ou les CLR exprimés par plusieurs types cellulaires différents. 
Ceci entraine une transduction de signal qui permet l’activation de l’inflammasome NLRP3 et 
l’activation de la caspase-1 qui permet la maturation des proformes de l’IL-1β et de l’IL-18 en leurs 
formes matures. Les protéases contenues dans HDM sont reconnues par les récepteurs PAR ou bien 
agissent directement sur les jonctions serrées des cellules épithéliales pour les dégrader (Jacquet 
2011). 
 
 
V) LES MEDIATEURS CELLULAIRES DE L’ASTHME ALLERGIQUE 
 
 Une réponse immunitaire fait intervenir un certain nombre de cellules possédant 
chacunes des caractéristiques et des fonctions bien précises. Les cellules épithéliales, à la 
frontière entre l’environnement extérieur et intérieur de l’organisme, constituent la première 
barrière de défense. Viennent ensuite les cellules dendritiques capables de détecter et de 
dégrader les pathogènes. Les macrophages déploient un grand nombre de défenses contre 
ces derniers comme la phagocytose. Les lymphocytes contrôlent les attributs 
immunologiques de spécificité, de diversité, de mémoire et de reconnaissance du soi et du 
non soi. Les NKT sont des sentinelles qui éliminent les cellules anormales tout en respectant 
les cellules saines. Les éosinophiles, libèrent des médiateurs en cas d’attaque par les 
allergènes et les cellules lymphoïdes innées, petite population mais non des moindres, sont 
les nouvelles cellules récemment découvertes.  
 
 
5.1) Les cellules épithéliales 
 
 Le poumon humain est la plus large surface exposée en continu avec le monde 
extérieur. Il présente une surface de 100 m2 en contact avec environ 10.000 litre d’air inhalé 
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chaque jour, contenant de nombreux agents physiques, chimiques et biologiques 
potentiellement nocifs. (Holgate 2007). Les cellules épithéliales constituent la première ligne 
de défense entre l’environnement extérieur  (microorganismes, gaz, allergènes) et 
l’organisme. Elles sont connues pour jouer un rôle fondamental dans la pathogenèse de 
l’asthme et les réponses inflammatoires. Des dommages tissulaires et des réparations 
aberrantes sont les causes des interactions de l’épithélium pulmonaire avec les facteurs 
environnementaux. La rupture des jonctions serrées des cellules épithéliales permet aux 
substances inhalées de passer plus facilement à travers le mur des voies respiratoires pour 
interagir avec les cellules immunitaires et inflammatoires (Holgate 2007). 
 De récentes études ont démontré que l’activation des cellules épithéliales par les 
PRR qu’elles expriment était un évènement clé dans la reconnaissance des allergènes 
inhalés qui activent le réseau local d’un autre type cellulaire tout aussi important, les cellules 
dendritiques. 
 
5.2) Les cellules dendritiques (DC)  
 
 Découvertes en 1868 lors d’une étude anatomique de la peau par Paul Langerhans, 
les DC ont été les premières cellules découvertes du système immunitaire. Le nom de cellule 
dendritique vient du fait qu’elles sont couvertes d’un écheveau de longues extensions 
membranaires semblables aux dendrites des cellules nerveuses. 
 Les cellules dendritiques jouent un rôle clé dans l’immunité. Il s’agit de Cellules 
Présentatrices d’Antigène qui exercent la fonction de sentinelles. Elles forment un réseau 
très dense idéalement placé pour collecter les allergènes présents dans l’air. Les DC 
étendent leurs dendrites à travers la couche de cellules épithéliales pour sonder la lumière 
des alvéoles pulmonaires tout en maintenant la fonction de barrière grâce à la formation de 
jonctions serrées de type claudine-1, claudine-2 ou zonula-occludine-1 (ZO1) (Figure 12). 
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Figure 12 : Représentation schématique du lien entre les cellules épithéliales et les cellules 
dendritiques. Les DC étendent leurs dendrites à travers la couche de cellules épithéliales tout en 
maintenant la fonction de barrière des cellules épithéliales en formant des jonctions sérrées (claudine-
1/2 ou zonula-occludine-1) (Hammad and Lambrecht 2008). 
 
 Les cellules dendritiques expriment une large variété de récepteurs de PRR tels que 
les TLR, les NLR, des C-type lectin receptor et des récepteurs PAR.  Elles expriment aussi 
des récepteurs pour des médiateurs de l’inflammation qui sont libérés après un dommage tel 
que les prostaglandines, l’ATP, l’acide urique (Hammad and Lambrecht 2011). 
 Les DC peuvent être réparties en plusieurs sous-populations en fonction de leur 
origine, leur localisation et leur fonction (Figure 13). Chez la souris, toutes les DCs 
expriment en grande quantité CD11c (MHCIIhi CD11chi).  
 - Il existe un fort réseau de cellules dendritiques résidentes intra épithéliale MHCIIhi 
CD11chiCD11b-  capables de projeter leur dendrites dans le lumen . Dans la lamina propria, 
on trouve des cellules dendritiques résidentes MHCIIhi CD11chiCD11b+, source riche de 
chimiokines proinflammatoires comme CCL17 et CCL22. 
 -  Les cellules dendritiques interstitielles sont obtenues par digestion enzymatique de 
la région distale des poumons. Ces cellules sont soit CD11chiCD11b- soit CD11chiCD11b+. 
Elles sont nommées cDC (cellules dendritiques conventionnelles) par opposition aux pDC 
CD11cint (cellules dendritiques plasmacytoïdes), dont la localisation n’est pas parfaitement 
identifiée. Les cDC constituent un petit sous-ensemble qui possède la capacité de détecter 
les lésions tissulaires, de capturer, dégrader et présenter les antigènes aux lymphocytes T. 
Les pDC s’accumulent dans le sang et les tissus lymphoïdes et entrent dans les ganglions 
lymphatiques via la circulation sanguine (Merad, Sathe et al. 2013). 
 - Les cellules dendritiques alvéolaires, facilement accessibles par lavage 
bronchoalvéolaire  sont des cellules CD11chiMHChi.  
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 Il existe une sous-population de cellules appelée IKDC (interferon-producing-killer 
dendritic cells)  qui peut être recrutée dans les voies respiratoires. La combinaison des 
fonctions associées à des cellules NK et à des DC a doté les IKDC d’un pouvoir antitumoral 
remarquable. En effet, elles ont à la fois la capacité d’effectuer la cytolyse comme les 
cellules NK mais également de présenter les antigènes comme les DC. De plus, la faculté 
des IKDC de limiter la croissance tumorale est plus importante que celle des NK. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 13: Sous population de cellules dendritique dans le poumon en condition 
homéostatique d’une part et en condition inflammatoire d’autre part. Physiologiquement 
présentent dans les poumons, de nouvelles population de DC sont recrutées en cas d’inflammation 
(Hammad and Lambrecht 2011) 
 
 Certains allergènes induisent la production d’espèces réactives oxygénées (ROS, 
Reactive Oxygen Species) qui activent les cellules dendritiques ou les cellules épithéliales. 
Les « ROS » se lient aux protéines et lipides présents sur la membrane cellulaire, créant des 
lésions cellulaires ou conduisant à la formation de métabolites hautement réactifs, les 
aldéhydes. Ceci a pour conséquence l’activation de la voie de signalisation des MAPK 
(Mitogen-Activated Protein kinase) incluant ERK (extracellular signal-regulated kinase), JNK 
(C-Jun N-terminal Kinase) et la protéine kinase p38. Cette voie de signalisation active des 
facteurs de transcription tels que NF-B qui conduit à la sécrétion de cytokines, à la 
régulation de facteur de costimulation et à la migration des cellules dendritiques (Figure 14) 
(Robays, Maes et al. 2009). 
 
 
 
 
 
 
31 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 14: Représentation schématique de l’activation des cellules dendritiques. Des espèces 
réactives oxygénées (ROS) activent les cellules dendritiques. Cette activation s’effectue grâce à la 
voies de signalisation des MAPK (Mitogen-Activated Protéines Kinases) qui active des facteurs de 
transcriptions comme NF-B conduisant à la sécrétion de cytokines, la régulation de facteur de co-
stimulation et à la migration des cellules dendritiques (Robays, Maes et al. 2009). 
 
On a longtemps pensé qu’il y avait un renouvellement important et rapide des DC en 
raison de la quantité de cellules qui migrent vers les ganglions lymphatiques médiastinaux. 
Ceci a été démontré dans une étude où des traceurs fluorescents comme le FITC-dextran ou 
le FITC-OVA ont été capturés par les DC et transportés dans les ganglions médiastinaux   
en condition homéostatique. Cela sous-entendait que la migration des DC avait lieu même 
en absence de dommage cellulaire ou d’inflammation dans les poumons (Hammad and 
Lambrecht 2011). Cependant, cela relevait plus du fait que les manipulations avaient été 
réalisées chez la souris ou bien que les traceurs étaient contaminés par de faible quantité 
d’agonistes de TLR, étant ainsi reconnu comme un signal de danger par les DC. En effet, 
cette hypothèse fut réfutée en 2008, lorsqu’une équipe a démontré en utilisant des souris 
reporter MLysCre qu’une population majeur de DC était retrouvée dans les ganglions 
lymphatiques seulement après l’introduction d’un stimulus inflammatoire (Jakubzick, 
Bogunovic et al. 2008). 
 
 Les DC catabolisent les antigènes qu’elles ont capturés et les dégradent en peptides 
antigéniques qu’elles présentent à leur surface grâce au complexe majeur 
d’histocompatibilité de classe II (CMHII) aux récepteurs des cellules T (TCR) (Figure 15). 
Les cellules T capables de se lier au complexe CMH-peptide reçoivent alors un signal de 
survie. L’engagement du TCR induit l’expression de la glycoprotéine membranaire CD40 
ligand (CD40L ou CD154), un marqueur précoce d’activation lymphocytaire de la famille du 
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TNF. L’interaction du CD40L des cellules T avec le CD40 exprimé à la surface des DC induit 
une augmentation de l’expression de CD80/CD86 entraînant un renforcement du signal 
induit par CD28/B7. Plusieurs autres voies permettent l’activation des cellules T telles que la 
reconnaissance de ICOS (inducible co-stimulatory molecule) et OX40 exprimés par les 
cellules T et leurs ligands respectifs ICOS-L et OX40L exprimés par les DC (Yang and 
Huang 2011). 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 15: Représentation de la synapse immunologique entre les DC et les cellules T et leurs 
marqueurs de co-stimulation. (Yang and Huang 2011). 
 
 Les cellules dendritiques jouent un rôle crucial dans l’asthme allergique. En effet, il a 
été démontré que la déplétion des DC dans un modèle murin d’asthme induit par 
l’ovalbumine inhibe l’hyperréactivité bronchique des souris et que la réplétion des DC 
restaure le phénotype asthmatique de ces animaux (Gill 2012). De plus, l’allergène d’acarien 
HDM induit directement la libération de cystéinyl leucotriènes par les cellules dendritiques via 
le PRR Dectin-2. 
 
 
5.3) Les macrophages 
 
 Initialement découverts par Elie Metchnikoff en 1883 comme des cellules 
phagocytaires mononuclées, appartenant au sous-groupe des leucocytes. Les macrophages 
sont des cellules retrouvées dans tous les tissus des mammifères adultes où ils présentent 
une grande diversité anatomique et fonctionnelle. 
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 Dans les tissus, les macrophages sont organisés en motif défini où chaque cellule 
occupe son propre territoire. Tout comme les DC, les macrophages constituent un pont entre 
l’immunité innée et l’immunité adaptative en reconnaissant les éléments étrangers 
internalisés (Guilliams, Bruhns et al. 2014). 
 Les macrophages sont issus des monocytes ayant quitté la circulation sanguine pour 
entrer dans les tissus. Ils se distinguent des DC par leur expression de F4/80, CD11b et de 
récepteurs au fragment Fc. De plus, contrairement aux DC qui servent de principaux 
inducteurs à la réponse adaptative des cellules T, les macrophages en condition normale 
participent au maintien de l’homéostasie et possèdent une activité protéolytique et 
catabolique. En effet, ils sont davantage qualifiés dans l’ingestion de pathogènes par 
phagocytose, dans l’élimination des débris cellulaires et des cellules apoptotiques, dans la 
production de facteurs de croissance et dans le remodelage des tissus après un dommage 
(Galli, Borregaard et al. 2011). 
 Tout comme les DC, les macrophages jouent un rôle de sentinelle dans la 
surveillance immunitaire. En effet, ils expriment également des PRR qui identifient les 
PAMPs et les DAMPs exprimés par les pathogènes microbiens ou durant un stress 
cellulaire. Les macrophages produisent ainsi une variété de médiateurs qui recrutent les 
neutrophiles et induisent une inflammation.  
 Les macrophages peuvent être classés en sous-ensembles en fonction de leur 
localisation et de leurs fonctions. Les macrophages tissu-résidents incluent les macrophages 
alvéolaires dans les poumons, les histiocytes dans les tissues conjonctifs interstitiels, les 
ostéoclastes dans les os, la microglie dans le cerveau, les macrophages intestinaux et les 
cellules de Kupffer dans le foie par exemple (Galli, Borregaard et al. 2011)  (Figure 16). 
 Les sous-ensembles de monocytes mononucléaires dans la circulation peuvent se 
différencier en macrophages tissulaires après être entré dans les différents sites 
anatomiques. Quand ils sont activés par les stimuli appropriés, ces cellules se différencient 
en plusieurs sous-ensembles avec des phénotypes et des caractéristiques fonctionnelles 
distinctes. 
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Figure 16: Classification des populations de macrophage. Les macrophages peuvent être classés 
en population spécifique en se basant sur leur localisation dans l’organisme (Galli, Borregaard et al. 
2011). 
 
 Cependant, les marqueurs phénotypiques ne permettent pas totalement la 
discrimination des macrophages en sous-ensembles. Il existe une autre approche qui 
consiste à définir les macrophages sur la base de leur phénotype fonctionnel (Figure 17).  
- Les macrophages activés classiquement (macrophages M1) qui contrôlent la 
réponse de l’hôte et l’immunité anti-tumorale. Ils ont des capacités accrues pour la 
phagocytose et la présentation d’antigènes mais également pour la production de 
cytokines Th1 comme l’IL-1, l’IL-6 et le TNF- (Liu, Zou et al. 2014). 
- Les macrophages activés alternativement par stimulation (macrophages M2 ou 
AAM, alternatively activated macrophages) participent à la sécrétion de facteurs 
pro-fibrotiques, à la persistance des pathogènes ainsi qu’à l’exacerbation du 
remodelage bronchique. Ils sont activés par des cytokines Th2 comme l’IL-4 ou l’IL-
13 (Liu, Zou et al. 2014). 
- Les macrophages interstitiels (IM) sécrètent de l’IL-10 (Galli, Borregaard et al. 
2011). 
- Les macrophages associés aux tumeurs suppriment l’immunité tumorale. 
- Le sous-ensemble de monocytes appelé MDSCs (myeloid-derived-suppressor 
cells) fonctionnellement similaire aux macrophages associés aux tumeurs. 
- Les macrophages alvéolaires, une fois activés jouent un rôle proinflammatoire. 
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Figure 17: Classification des macrophages selon leur phénotype fonctionnel (Galli, Borregaard 
et al. 2011). 
 
 Plusieurs voies de signalisations sont engagées dans la polarisation des 
macrophages en M1 ou M2 (Figure 18).  La polarisation en macrophage M1 inclut STAT1 
régulé par le récepteur de l’IFN gamma (IFNγR), l’augmentation de l‘expression de IRF5, 
NFB et AP-1 régulés par TLR4 tandis que la polarisation en macrophage M2 implique 
STAT6 et IRF4 dont l’activation nécessite le récepteur de l’IL-4 (IL-4R, l'augmentation de 
PPARrégulé par le récepteur d’acide gras (fatty acid receptor) et l’augmentation de CREB 
régulé par TLR4. De plus, il existe un rétrocontrôle entre les macrophages M1 et M2 mis en 
œuvre par STAT1-STAT6, IRF5-IRF4, AP1-CREB et AP1- PPARqui jouent un rôle dans 
l’initiation, le développement et la cessation des maladies inflammatoires (Liu, Zou et al. 
2014). 
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Figure 18 : Différentes voies de signalisation permettent la polarisation des macrophages en 
M1 ou M2 (Liu, Zou et al. 2014). 
 
 Les macrophages jouent un rôle fondamental dans l’asthme. En effet, il a été 
démontré qu’une dérégulation dans le phénotype des macrophages pulmonaires contribuait 
à la pathogénèse de l’asthme (Moreira and Hogaboam 2011). La polarisation des 
macrophages M1 et M2 reste controversée selon les pathologies impliquées puisqu’elle 
dépend du taux de cytokines polarisantes (IL-4, IL-13, IFN- par exemple). Lors de la 
réponse allergique, l’IL-4 et l’IL-13 produites par les cellules Th2 dans les poumons 
contribuent à l’activation des macrophages M2. Du fait de l’exposition au LPS et à l’IFN-, les 
macrophages M1 sont aussi présents dans l’asthme allergique. Durant la phase d’activation 
les macrophages M1 et M2 libèrent des cytokines (IL-1, IL-6, TNF-) et des facteurs qui 
contribuent au recrutement cellulaire, à l’activation et à la survie des cellules inflammatoires. 
Les cellules apoptotiques dans les poumons contribuent à la libération d’IL-10 et de TGF- 
par les macrophages, favorisant ainsi l’activation des Treg (regulatory T cells) et inhibant les 
réponses inflammatoires. 
 
5.4) Les lymphocytes 
 
 Une réponse immune efficace implique deux types de cellules : les cellules 
présentatrices d’antigène, détaillées précédemment, et les lymphocytes. Les lymphocytes 
quittent la moelle osseuse puis circulent dans le sang et les systèmes lymphatiques et 
résident dans les organes lymphoïdes.  
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 Il existe deux populations essentielles de lymphocytes : les lymphocytes T et les 
lymphocytes B. Les précurseurs des lymphocytes T vont migrer dans le thymus où ils vont 
se différencier en lymphocytes T matures. Dans les tissus lymphoïdes, ils vont acquérir des 
fonctions effectrices. Les lymphocytes T sont subdivisés en lymphocytes T CD4 ou en 
lymphocytes T CD8. Les lymphocytes T CD4 sont activés par des fragments antigéniques 
présentés par le CMH de classe II des DC. Une fois activés, les lymphocytes T CD4 
prolifèrent et se différencient. La destinée de la cellule est différente en fonction des 
cytokines produites par les cellules présentatrices d’antigène qui l’active.Les cellules T sont 
subdivisées en plusieurs types : les lymphocytes  T auxiliaires ou T helper (Th1, Th2, Th17, 
Th22), les lymphocytes T régulateurs (Treg) et les «Natural Killer T » (NKT), chacune de ces 
populations jouant un rôle complexe dans le développement de l’asthme allergique. Les 
lymphocytes T CD8 en revanche sont activés par des fragments antigéniques présentés par 
des molécules du CMH de classe I exprimé par les cellules nuclées de l’organisme. Les 
lymphocytes T CD8 circulent à l’état pré-cytotoxique et recoivent des signaux d’activation 
pour devenir cytotoxiques. 
  
5.4.1) Les lymphocytes B 
 
 Une fois arrivés à maturation, les lymphocytes B quittent la moelle osseuse. Ils 
expriment alors à leur surface des récepteurs de liaison à l’antigène spécifique appelés BCR 
(B cell antigen receptor). Lorsque le BCR entre en contact avec son antigène spécifique, 
plusieurs signaux sont générés conduisant à l’activation, la différentiation et la formation des 
lymphocytes B mémoires et des cellules B effectrices appelées plasmocytes (Tobón, 
Izquierdo et al. 2013). Les cellules B mémoires ont une durée de vie plus longue et 
expriment le même anticorps membranaire que la cellule B naïve dont elles sont issues. Les 
plasmocytes produisent des anticorps sous forme sécrétée et n’expriment que peu ou pas de 
formes membranaires (Figure 19) (Wu and Zarrin 2014).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 19 : Immunoglobuline E produite par les lymphocytes B (forme membranaire) et les 
plasmocytes (forme sécrétée) (Wu and Zarrin 2014).   
38 
 
 
 Lors de la réponse immune observée en cas d’asthme, deux signaux sont 
nécessaires à la production d’immunoglobuline E par les lymphocytes B. L’IL-4 produite par 
les cellules Th2 constitue un premier signal lorsqu’elle est captée par les lymphocytes B et 
stimule un changement d’isotype et la synthèse de la chaîne lourde des IgE. Le second 
signal est l’interaction du CD40L exprimé par les cellules T avec le CD40 exprimé par les 
lymphocytes B. Ceci stimule le réarrangement V(D)J permettant la production d’IgE 
spécifique de l’allergène et l’expansion clonale des cellules B (Lindell, Berlin et al. 2008). 
Ces IgE produites se fixent sur les récepteurs FcRI des mastocytes et des éosinophiles. 
L’allergène se fixe sur ces récepteurs entraînant la dégranulation de médiateurs pré-formés 
par les mastocytes et les éosinophiles (Figure 6). 
 Durant les 30 dernières années, plusieurs travaux ont démontrés que les cellules B 
pouvaient avoir des fonctions de régulation négatives et réduisaient l’inflammation dans 
certaines maladies. En effet, l’absence ou la perte des lymphocytes B régulateurs (B10, Br3, 
Breg) exacerbe les symptômes des maladies allergiques (anaphylaxie) et autoimmunes 
(encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE), colites chronique, arthrite induite par le 
collagène, modèle de lupus) (Noh and Lee 2011). Les lymphocytes B régulateurs sont 
caractérisés par la production des cytokines IL-10 (Br1 ou B10) et TGF-(Br3) ou la 
régulation de l’expression de Foxp3 (Breg) (Figure 20). 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 20 : Populations de lymphocyte B régulateurs (B10, Br3, Breg) (modifié d’après (Noh and 
Lee 2011)). 
 
 D’autres études ont montré que les lymphocytes B régulateurs ont un rôle protecteur 
dans l’asthme allergique. En effet, les cellules B10 réduisent l’hyperréactivité bronchique, 
diminuant ainsi l’inflammation pulmonaire. Les lymphocytes B régulateurs suppriment 
l’inflammation des voies respiratoires en induisant un recrutement des Treg (CD4+ CD25+ 
FoxP3+) dans les poumons de manière TGF--indépendante (Amu, Saunders et al. 2010). 
Ainsi les cellules Treg et les Breg régulent toutes deux négativement les maladies 
allergiques comme l’asthme. 
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5.4.2) Les lymphocytes T régulateurs (Treg) 
 
 Le terme de cellules régulatrices se réfère aux cellules qui contrôlent ou suppriment 
activement les fonctions d’autres cellules. Les lymphocytes T régulateurs (Treg) contrôlent le 
développement des maladies autoimmunes et le rejet d’organes transplantés mais ils jouent 
également un rôle important dans le contrôle de l’asthme et de l’allergie (Figure 4) (Holgate 
2012) (Akbari, Stock et al. 2003). Le faible développement des lymphocytes T régulateurs 
due à l’excès d’hygiène dans les premiers mois de vie serait en cause dans la 
recrudescence de l’asthme allergique dans les pays développés ces vingt dernières années 
(Mamessier, Botturi et al. 2005). 
 Trois types de lymphocytes T régulateurs ont été décrits : Les Tr1, les Th3 et les Treg 
(Figure 21). Les lymphocytes Tr1 ont une faible capacité proliférative et produisent un taux 
important d’IL-10, un faible taux d’IL-2 et ne produisent pas d’IL-4. Les lymphocytes Tr1 
suppriment la prolifération des cellules TCD4+ en réponse à un allergène et préviennent 
l’induction de colites expérimentales (Akbari, Stock et al. 2003). Les lymphocytes Th3 sont 
des résidents du tube digestif et ont pour fonction de produire la cytokine immunorégulatrice 
TGF- (Noh and Lee 2011). Leur rôle est de maintenir un état de tolérance dans l’intestin. 
Cependant, l’existence de telles cellules au niveau bronchique a été souvent évoquée mais 
jamais confirmée. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 21: Populations de lymphocytes T régulateurs (Tr1, Th3, Treg) (modifié d’après (Noh and 
Lee 2011)). 
  
 Il a été démontré que le transfert de lymphocyte Treg CD4+ CD25+ supprime 
l’inflammation allergique et l’hyperactivité via un mécanisme IL-10-dépendant. Les 
lymphocytes Treg jouent un rôle crucial dans l’asthme allergique. En effet, ils influencent 
plusieurs voies de signalisation dans le processus allergique en sécrétant de l’IL-10 et du 
TGF-β pour contrôler (Figure 4) (Holgate 2012) : 
- La suppression des DC impliquées dans la programmation des cellules T 
effectrices. 
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- L’inhibition des mastocytes, basophiles et éosinophiles. 
- La prévention de la migration des  cellules T dans les tissus cibles. 
 
 De plus, les Tr1 comme les Treg induisent la production d’IgG4 capables de 
supprimer la réponse allergique via des domaines intracelullaires, les ITIM (Immunoreceptor 
Tyrosine-based Inhibitory Motif) (van de Veen, Stanic et al. 2013) (Holgate 2012). Ces ITIM 
induisent l’agrégation des récepteurs aux IgG de faible affinité FcgRIIB et FcgRIIA sur les 
mastocytes et les basophiles empêchant la liaison de l’allergène aux IgE et la dégranulation 
des mastocytes (Holgate 2012), (Cady, Powell et al. 2010). Ainsi, les lymphocytes T 
régulateurs sont au cœur de la régulation du contrôle de l’immunité. Une dérégulation de ces 
cellules pourrait entraîner une perte de tolérance et la mise en place d’une réponse immune 
allergique. 
 
5.4.3) Les lymphocytes T helper (Th1, Th2) 
 
  Dans les années 1990, le paradigme Th2 dans l’allergie s’est installé devenant 
progressivement le dogme Th2 selon lequel l’ensemble des pathologies allergiques peut 
s’expliquer uniquement par la différenciation des lymphocytes T spécifiques de l’allergène en 
lymphocytes producteurs d’IL-4, d’IL-13 et d’IL-5. Cependant, il apparaît clairement que ce 
simple fait n’est pas uniquement à l’origine de réactions inflammatoires relativement 
complexes et variées (Mamessier, Botturi et al. 2005). 
 Les lymphocytes Th1 et Th2 ont été découverts en 1986 par Mossman et Coffman 
chez la souris puis chez l’homme (Mamessier, Botturi et al. 2005). Initialement identifiés 
comme des lymphocytes T CD4+, ils se distinguent par le type de cytokines produites. La 
différentiation des lymphocytes Th0 en lymphocyte Th1 ou Th2 se fait après l’interaction 
entre le TCR des cellules T CD4 naïves et le CMH-II des DC (Figure 22) (Endo, Hirahara et 
al. 2014). Bien que les lymphocytes Th0 ne constituent pas à proprement parler d’une 
population cellulaire capable de se différencier en une autre. Il s’agit d’une cellule T CD4 
activée en l’absence de cytokine. 
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Figure 22 : Différenciation des lymphocytes T CD4 naïfs en lymphocytes Th1 ou Th2 durant la 
phase effectrice de la réponse allergique puis développement des cellules lors de la réponse mémoire 
(modifié d’après (Endo, Hirahara et al. 2014), (Walsh and Mills 2013) et (Hall and Agrawal)). 
 
 Les lymphocytes Th1 sont obtenus en présence d’IL-12 et sont producteurs d’IFN- 
sous la dépendance du facteur de transcription T-bet (Endo, Hirahara et al. 2014), (Walsh 
and Mills 2013) et (Hall and Agrawal). Ils sont induits en réponse à une infection virale, 
bactérienne ou protozoaire. L’IFN- est une cytokine impliquée dans les mécanismes 
d’activation des lymphocytes T cytotoxiques, CD8+ et NK qui tuent les cellules infectées par 
des virus (Lambotin, Raghuraman et al. 2010). Il a un effet sur plusieurs cellules de 
l’immunité innée comme l’activation de macrophages afin d’éliminer les pathogènes 
intracellulaires soit par production d’oxyde nitrique (NO, nitric oxide) soit par d’autres 
mécanismes. Les lymphocytes Th1 aident également les cellules B à produire des anticorps 
comme l’IgG2a chez la souris, impliquée dans l’opsonisation (recouvrement de la membrane 
des cellules infectée pour favoriser leur phagocytose), la fixation du complément et la 
neutralisation de virus (Walsh and Mills 2013). 
 Les lymphocytes Th2 sont obtenus en présence d’IL-4 et sécrètent les cytokines IL-4, 
IL-5 et IL-13 sous la dépendance du facteur de transcription GATA3 (Endo, Hirahara et al. 
2014), (Walsh and Mills 2013) et (Hall and Agrawal). Ces cytokines jouent un rôle clé dans 
l’asthme allergique. En effet, l’IL-4 induit la production d’IgE par les cellules B et l’expression 
de VCAM-1 (Vascular Cell Adhésion Molecule-1) par les cellules endothéliales. L’IL-5 est 
cruciale dans l’activation et la migration des éosinophiles dans les poumons, l’IL-13 est 
associée à divers évènements importants lors de la phase effectrice de l’asthme comme 
l’hyperréactivité bronchique (AHR, airway hyper-reactivity), l’hypersécrétion de mucus 
(production de Mucine 5AC par les cellules en gobelet) et le remodelage bronchique (Endo, 
Hirahara et al. 2014). Des études récentes ont identifiés des sous-ensembles de cellules Th2 
mémoires qui produisent une grande quantité d’IL-5, d’IL-17 ou d’IFN- en plus de l’IL-4 et de 
l’IL-13 (Figure 23). 
Les cellules Th2 productrices d’IL-5 jouent un rôle dans l’éosinophilie et sont caractérisées 
par l’expression de CCR4 (chemokine (C-C motif) receptor 4) et T1/ST2, les récepteurs 
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respectifs de CCR8 et de l’IL-33. Les cellules productrices d’IL-17 jouent quand à elles un 
rôle dans l’inflammation chronique et sont identifiées comme une population cellulaire CCR6+ 
et CRTH2+  (chemoattractant receptor-homologous molecule expressed on Th2 lymphocytes) 
dans les voies respiratoires. Enfin, les cellules Th2 qui produisent l’IFN- (Th2+1) jouent un 
rôle important dans la protection contre les infections virales et sont générées par stimulation 
avec l’IFN- de type I. De plus, il existe d’autres cellules Th2 mémoires dites « hybrides » 
cruciales dans les mécanismes des pathologies allergiques (Endo, Hirahara et al. 2014). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 23 : Diversité des cellules Th2 mémoires, sous-ensembles de cellules Th2 mémoires qui 
produisent une grande quantité d’IL-5, d’IL-17 ou d’IFN- en plus de l’IL-4 et de l’IL-13 (Endo, Hirahara 
et al. 2014). 
 
 
5.4.4) Les lymphocytes T helper (Th9, Th17, Th22) 
 
Durant les 10 dernières années, trois sous-types de lymphocytes T helper ont été 
découverts et désignés: Th9, Th17 et Th22 selon les cytokines qu’ils sécrètent c'est-à-dire 
respectivement l’IL-9, l’IL-17 et l’IL-22 (Schmitt, Klein et al. 2014). 
Parmi ces trois populations, les lymphocytes Th17, découverts en 2005, sont 
certainement les plus étudiés. Ils sont obtenus en présence d’IL-6 et de TGF- et produisent 
d’autres cytokines en dehors de l’IL-17 et de l’IL-17F comme l’IL-8, l’IL-21, l’IL-22, l’IL-23, le 
TNF- et le GM-CSF (Granulocyte-Monocyte Colony Stimulatory Factor) (Hall and Agrawal) 
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(Cosmi, Santarlasci et al. 2014). La différenciation en lymphocyte Th17 conduit à 
l’expression du facteur de transcription RORt (Figure 24). 
Figure 24 : Différenciation des lymphocytes T CD4 naïfs en lymphocyte Th17 durant la phase 
effectrice de la réponse allergique puis développement des cellules lors de la réponse mémoire 
(modifié d’après (Endo, Hirahara et al. 2014), (Walsh and Mills 2013) et (Hall and Agrawal)). 
 
 Ces lymphocytes ont une activité protectrice due à leur capacité d’induire l’expression 
de bêta défensine 2 (peptides antimicrobiens) au niveau de l’épithélium pulmonaires et de 
mucine dans les bronches. Cependant, les lymphocytes Th17 ont également un rôle 
pathogénique chez l’homme en condition inflammatoire chronique lorsque l’inflammation 
induite par un pathogène inconnu ne peut pas être réduite par le système immunitaire 
(Cosmi, Santarlasci et al. 2014). Ils sont associés à de nombreuses pathologies comme 
l’arthrite rhumatoïde, la sclérose multiple, les maladies inflammatoires chroniques de 
l’intestin, le psoriasis et l’asthme. En effet, les cellules Th17 sont connues pour leur 
implication dans le recrutement de neutrophiles dans les maladies auto-immunes, le 
psoriasis et l’asthme via la production de CXCL8, une chimiokine attractante des 
neutrophiles dont l’expression est très élevée dans l’asthme sévère (Holgate 2012). Les 
lymphocytes Th17 exercent également leurs effets pro-inflammatoires par l’intermédiaire des 
cytokines qu’ils sécrètent puisque l’IL-17 contribue à l’induction de la réponse Th2 et au 
recrutement des éosinophiles dans l’asthme allergique chez la souris (Song, Luo et al. 
2008). 
   
Les lymphocytes Th9 ont été définis par Veldhoen et al et Dardalhon et al en 2008 et 
les lymphocytes Th22 en 2009 par deux équipes indépendantes (Duhen et al et Trifari et al) 
à partir du sang périphérique de volontaires sains. Les lymphocytes Th9 et Th22 se 
démarquent par l’absence d’expression des facteurs de transcription classiques des Th1, 
Th2, Th17 ou Treg. 
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Les lymphocytes Th9 sont obtenus en présence d’IL-4 et de TGF-. En absence d’IL-4, 
le TGF- favorisera le développement des lymphocytes Treg. L’induction des Th9 requière 
donc les signaux des deux récepteurs. Ainsi, l’activation de STAT6 par IL-4 est 
indispensable au développement des Th9 (Perumal and Kaplan 2011). De plus, 
contrairement aux cellules Th2, les lymphocytes Th9 n’expriment que faiblement le facteur 
de transcription GATA3. Le facteur de transcription qui permet le « switch » vers un 
phénotype Th2 ou Th9 est PU.1 (Figure 25) (Wambre, James et al. 2012). Il s’agit d’un 
facteur qui induit la production d’IL-9 en se liant directement à son promoteur.  
Des études sur un modèle d’inflammation pulmonaire induit par l’ovalbumine ont 
montré que la neutralisation des lymphocytes Th9 réduisait fortement les symptômes de 
l’asthme allergique. Des résultats similaires sont observés chez des animaux ayant des 
cellules T déficientes pour le domaine ETS (encoded by the Sfpi1 gene) du facteur de 
transcription PU.1 (Schmitt, Klein et al. 2014). De plus, l’IL-9 produite par ces cellules 
favorise l’asthme allergique en induisant la production d’IL-13 et d’éotaxine, une chimiokine 
attirant les éosinophiles (Wambre, James et al. 2012). Chez les patients asthmatiques, la 
production d’IL-9 dans les poumons est directement corrélée au taux d’immunoglobuline E. Il 
est donc clairement établit que les lymphocytes Th9 participent activement à la réponse 
allergique. 
Figure 25 : Schéma récapitulatif de la différentiation des lymphocytes T CD4 naïfs en 
lymphocytes Th1, Th2, Th9, Th17, Th22 ou Treg. Chaque population cellulaire expriment des 
facteurs de transcriptions et produisent des cytokines différentes (Modifié d’après (Wambre, James et 
al. 2012)).  
 
 Les lymphocytes Th22 produisent comme leur nom l’indique de l’IL-22, cependant ils 
sont incapables de produire de l’IL-4, de l’IL-17 ou de l’IFN- L’IL-22 peut exercer des 
fonctions diverses selon l’environnement inflammatoire. En effet, elle peut avoir un rôle 
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protecteur dans certaines inflammations bactériennes intestinales ou pulmonaires (Liang, 
Tan et al. 2006) (Zheng, Danilenko et al. 2007) ou pro-inflammatoire dans plusieurs 
pathologies de la peau puisqu’elle peut provoquer l’hyperplasie de l’épiderme (Wambre, 
James et al. 2012). Il a été démontré que l’effet pro-inflammatoire de l’IL-17 dépendait 
partiellement de l’IL-22 puisque la neutralisation de l’IL-17 chez des souris déficientes pour 
l’IL-22 exacerbe la réponse inflammatoire pulmonaire allergique (Besnard, Sabat et al. 
2011). Ainsi, il existe une balance entre l’IL-17 et l’IL-22 dans l’asthme allergique. 
 
5.4.5) Les Natural Killer (NK) 
 
Les cellules tueuses naturelles ou NK (Natural killer) sont nommées ainsi en raison de 
leur capacité spontanée à lyser les cellules tumorales ou infectées par des pathogènes (en 
théorie toutes les cellules dépourvues de CMH de classe 1) en absence d’immunisation 
spécifique préalable. Ces cellules sont des composants de l’immunité innée et sont 
dépourvues de récepteurs spécifiques d’antigènes (Vivier, Ugolini et al. 2012). Les NKT sont 
présentent dans la circulation sanguine, dans les organes lymphoïdes et dans certains tissus 
comme le foie, le poumon, le placenta. Elles ont la particularité de jouer un rôle dans la 
modulation de l’activité des cellules T dans certaines maladies auto-immunes comme le 
diabète de type 1 et la sclérose multiple. Cependant, elles présentent également un rôle 
dans l’asthme allergique.  
Il existe une population de NKT particulièrement étudiée dans l’asthme. Il s’agit des 
iNKT (invariant NKT) qui expriment un TCR invariant (Vα24-Jα18 chez l’homme ou Vα14-
Jα281 chez la souris) (Akbari, Stock et al. 2003). Le ligand des iNKT le plus connu est l’α-
galactosylceramide (α-GalCer) présenté exclusivement par CD1d. En effet, les NKT sont 
capables par l’intermédiaire de leur TCR, de reconnaître les glycolipides présentés par le 
CD1d (ou CD1.1 chez la souris) des cellules présentatrices d’antigènes. Elles peuvent 
ensuite produire des cytokines de type Th1 ou Th2 dont une quantité significative d’IL-4 et 
d’IFN- selon l’environnement inflammatoire (Iwamura and Nakayama 2010). Afin de 
déterminer si les cellules NKT pouvaient induire l’asthme allergique expérimental, une 
équipe a provoqué l’asthme avec l’allergène ovalbumine chez des souris déficientes pour les 
iNKT (Jα281 KO et CD1d KO). Leurs études ont démontrés un défaut dans le 
développement de l’hyperréactivité bronchique et de l’inflammation chez ces souris, prouvant 
ainsi que les iNKT peuvent être impliqués dans l’induction de l’asthme allergique (Akbari, 
Stock et al. 2003). Les iNKT sécrètent des cytokines ayant un effet direct sur les cellules 
hématopoïétiques, les cellules musculaires lisses des voies respiratoires et les cellules en 
gobelet. Elles régulent également d’autres types cellulaires impliquées dans la pathogenèse 
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de l’asthme comme les éosinophiles, les neutrophiles et les macrophages alvéolaires par 
exemple (Figure 26) (Matangkasombut, Pichavant et al. 2009).  
Figure 26 : Fonctions des iNKT dans l’hyperréactivité bronchique (Matangkasombut, 
Pichavant et al. 2009). 
 
 
5.5) Les éosinophiles 
 
 Les éosinophiles sont des acteurs majeurs dans la réponse inflammatoire de l’asthme 
allergique. Ces cellules sont retrouvées non seulement dans les parois bronchiques mais 
également en large nombre dans le lavage broncho-alvéolaire et dans les expectorations 
des sujets asthmatiques. Les précurseurs des éosinophiles sont des cellules CD34+ dont la 
majeure partie est recrutée dans la moelle osseuse suivant la libération de prostaglandine 
D2, de cystéinyl-leucotriènes (peptido-lipides dérivés de l'acide arachidonique provenant des 
membranes cellulaires possédant des propriétés pharmacologiques aptes à mimer certaines 
caractéristiques propres aux désordres physiopathologiques des sujets asthmatiques), de 
cytokines et de chimiokines dans les voies aériennes asthmatiques (Holgate 2008) (Figure 
27). Le développement des éosinophiles passent ensuite par la circulation via des 
compartiments micro vasculaires dans les parois des voies aériennes. Après activation par 
l’IL-5 produite par les cellules Th2 et les ILC2, les éosinophiles circulant sont recrutés au site 
inflammatoire grâce à des cytokines telles que l’IL-3, le GM-CSF et des chimiokines attirant 
les éosinophiles appelées éotaxines (CCL11 ou éotaxine 1, CCL24 ou éotaxine 2, CCL26 ou 
éotaxine 3) ainsi que des facteurs chimiotactiques générés par les macrophages 
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(macrophage chemotactic factor (MCP)-3, MCP-4 et RANTES (CCL5)) (Felton, Lucas et al. 
2014). 
 
 
Figure 27 : Cytokines Th2 impliquées dans la maturation et le recrutement des 
éosinophiles depuis leur précurseurs, les cellules CD34+ dans la moelle osseuse et les parois 
bronchiques (Modifié d’après (Holgate 2008)).  
 
Les éosinophiles sont une source riche de granules constitués de protéines basiques 
comme l’éosinophile peroxydase (EPO) et des protéines éosinophiles cationiques. Ils ont 
également la capacité de générer des eicosanoïdes comme la prostacycline (PGl2) et des 
cystéinyl-leucotriènes et de libérer des superoxides pouvant endommager les tissus ainsi 
que des cytokines de type Th1 (IFN- et IL-2) et Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 et TNF-α) 
(Blanchard and Rothenberg 2009). Les éosinophiles expriment à leur surface des récepteurs 
FcRI. Pendant la réponse allergique, lors d’une nouvelle exposition, l’allergène est reconnu 
par les IgE fixés sur ces récepteurs. Cette reconnaissance a pour conséquence la 
dégranulation des éosinophiles, libérant ainsi leur contenu intracellulaire cytotoxique comme 
des protéines éosinophiles basiques entrainant des dommages au niveau des cellules 
épithéliales pulmonaires ainsi qu’une augmentation de la production de mucus par les 
cellules en gobelet et une bronchoconstriction résultant de la production d’IL-13 (Holgate 
2008) (Felton, Lucas et al. 2014). 
Leurs rôles exacts dans le mécanisme de la réponse asthmatique restent cependant 
énigmatiques. Il a clairement été établit que les éosinophiles étaient recrutés dans les 
poumons par les cellules Th2 comme des cellules effectrices des dernières étapes de la 
réponse allergique. Dans les modèles d’asthme murin, des taux d’éosinophiles importants 
sont retrouvés dans le sang et dans la moelle osseuse des souris. 
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Le rôle des éosinophiles dans la réaction d’hyperréactivité bronchique a longtemps fait 
l’objet de débat au sein de la communauté scientifique. En effet, des données contradictoires 
ont été obtenues sur des souris déficientes pour l’IL-5 ou pour son récepteur l’IL-5R 
(Deckers, Branco Madeira et al. 2013), l’IL-5 étant une cytokine qui permet l’activation des 
éosinophiles. Certains articles affirmaient que les souris déficientes pour l’IL-5 ne 
développaient pas d’hyperréactivité bronchique en réponse aux allergènes, tandis que 
d’autres articles démontraient que ces souris présentaient la même réponse que des souris 
sauvages. Ces désaccords venaient du fait que les souris utilisées ne possédaient pas le 
même fond génétique (Balb/c versus C57Bl/6). De plus, une étude a montré que 
l’administration d’anticorps neutralisant dirigés contre l’IL-5 permettait de réduire de façon 
important le nombre d’éosinophiles dans le sang et dans les sécrétions bronchiques sans 
avoir d’incidence sur l’hyperréactivité bronchique (Leckie 2003) (Kips, O'Connor et al. 2003). 
 Des études ont été menées afin de démontrer l’importance des éosinophiles dans 
l’asthme allergique induit par l’allergène d’acarien HDM (house dust mite). Une équipe a 
utilisé des souris dblGATA déficientes pour les éosinophiles de fond génétique Balb/c. Le 
traitement des animaux par HDM révèle une augmentation significative de l’inflammation 
pulmonaire et de l’hyperréactivité bronchique. Cependant, le remodelage pulmonaire  des 
souris dblGATA reste inchangé comparé aux souris sauvages traitées avec HDM. Selon 
cette équipe, les éosinophiles joueraient un rôle négligeable dans l’asthme allergique induit 
par HDM et dans le remodelage bronchique (Fattouh, Al-Garawi et al. 2011). D’autres études 
menées avant celle-ci avaient démontré l’importance des éosinophiles dans le remodelage 
bronchique (Deckers, Branco Madeira et al. 2013). Le rôle de ces cellules est donc encore 
controversé à ce jour. 
 
5.6) Les ILC (innate lymphoid cell) 
 
 Récemment, une voie alternative induisant une réponse de type 2 a été découverte. 
Une première observation a été faite sur une population de cellules qui distinctes des 
cellules B et T chez des souris Rag2-/-  (Souris déficientes pour Rag, Recombinant activating 
gene) ayant la capacité de produire de l’IL-5 et de l’IL-13 mais pas d’IL-4. L’équipe Fort et al 
a effectué des injections intra-péritonéale d’IL-25 à des souris, ayant pour conséquence 
l’induction d’une réponse type Th2 caractérisée par une augmentation de la production d’IgE, 
d’IgG1 et d’IgA dans le sérum, une éosinophilie dans le sang et des modifications 
pathologiques au niveau des poumons et du tractus digestif. Ils ont mis en évidence une 
population cellulaire marquée positivement pour l’IL-5 intracellulaire chez les souris Rag2-/- 
(Fort, Cheung et al. 2001). 
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Récemment, en 2010, les chercheurs ont découvert que ces cellules produisaient un 
taux important de cytokine de type 2. De plus, l’administration d’IL-33 aux souris Rag2-/- 
induit très efficacement l’hyperréactivité bronchique, l’hyperplasie des cellules caliciforme et 
l’infiltration d’éosinophile dans les poumons via l’IL-4, IL-5 et l’IL-13 (Li and Hendriks 2013). 
En 2010, quatre équipes indépendantes ont décrit en détail un type cellulaire ni B, ni T 
produisant des cytokines Th2.  
- Moro et al ont caractérisé une population de lignage négatif qui exprime les 
marqueurs Sca-1, CD117 (c-kit), CD25 (IL-2Rα), CD127 (IL-17Rα) et T1/ST2 (IL-
33R) (Moro, Yamada et al. 2010).  
- Neill et al ont découvert des nuocytes dans les ganglions lymphatiques 
mésentériques qui développent in vivo une réponse à l’IL-25 et à l’IL-33 et sont une 
source d’IL-33 (Neill, Wong et al. 2010). 
- Price et al décrivent des cellules similaires dans la rate et le foie et les nomment 
« innate helper type 2 cells ». Ces cellules font partie de l’immunité innée et aident 
les lymphocytes T auxiliaires (Price, Liang et al. 2010). 
- Saenz et al montrent que l’IL-25 permet l’accumulation d’une population de cellules 
progénitrices multipotentes Sca-1+CD117int ayant la capacité de différencier les 
monocytes/macrophages et les granulocytes (Saenz, Siracusa et al. 2010) 
 
Les cellules lymphoïdes innées (ILC, innate lymphoid cells) sont des cellules 
effectrices importantes de l’immunité innée particulièrement au niveau de l’épithélium,  jouant 
un rôle central dans le remodelage des tissus. Des chercheurs ont émis l’hypothèse que 
toutes les ILC se développent à partir d’un précurseur commun qui dépend de l’expression 
du répresseur transcriptionnel ID2+ (inhibitor of DNA binding 2).  
Les ILC sont divisées en trois classes selon des critères fonctionnels (Spits, Artis et al. 
2013)  (Figure 28) :  
- Le groupe 1 est constitué des cellules NK classiques et des ILC1. Ces cellules ont 
besoin d’IL-15 pour se développer et sont définies par leur capacité à tuer les 
cellules cibles infectées en produisant de l’IFN par l’intermédiaire de l’IL-12 et de 
l’IL-18. Elles expriment les facteurs de transcription T-bet (ou Tbx21, 
caractéristique des cellules Th1) ou EOMES (Eomesodermin). 
- Le groupe 2 est composé des cellules ILC2. Elles expriment les facteurs de 
transcription GATA3 (caractéristique des cellules Th2) et RORα (caractéristique 
des cellules Th17) et produisent l’IL-5 et l’IL-13 par l’intermédiaire de l’IL-25, l’IL-33 
et TSLP. Les ILC2 humaines sont également capables de produire l’IL-4 que les 
ILC2 murines ne peuvent pas produire in vivo. Les ILC2 sont davantage 
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spécialisées dans l’élimination des parasites extracellulaires. Elles participent 
également à la polarisation des macrophages vers le type M2. 
- Le groupe 3 est constitué des cellules  LTi  (Lymphoid tissue-inducer) et des ILC3 
NCR- ou NCR+ (natural cytotoxicity triggering receptor). Elles expriment le facteur 
de transcription caractéristique des cellules Th17, RORt (RA receptor-related 
orphan receptor t), AhR (récepteur aux hydrocarbures aromatiques) ou T-bet 
(caractéristique des cellules Th1). Elles nécessitent l’IL-7 pour se développer et 
produisent les cytokines IL-17, IL-22 et l’IFN- par l’intermédiaire de l’IL-23 et de 
l’IL-1β. Elles participent notamment à l’élimination des bactéries. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 28 :  Classification des ILC en trois groupes selon leurs caractéristiques 
fonctionnelles (Spits, Artis et al. 2013).   
 
Il a été montré que les ILC2 orchestrent l’éosinophilie et l’hyperplasie des cellules 
caliciforme à la surface des muqueuses, ces deux évènements étant critiques dans les 
réactions contre les helminthes et dans les pathologies allergiques. Ainsi, les ILC2 sont 
également localisées dans les poumons et jouent un rôle dans la pathophysiologie de 
l’asthme et dans les réactions inflammatoires allergiques (Scanlon and McKenzie 2012). 
Il a été rapporté que les patients atteints de rhinites présentaient une augmentation de 
l’expression d’IL-33 et de ST2 (le récepteur de l’IL-33) dans le sérum et dans les tissus. De 
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plus, les cellules épithéliales et les cellules musculaires lisses représentent deux sources 
majeures d’IL-33 chez les patients asthmatiques. Les gènes IL-33 et ST2 ont également été 
identifiés comme des gènes de susceptibilité à l’asthme lors de l’étude GWAS. La figure 29 
montre que l’IL-25 et l’IL-33 sont deux cytokines permettant la régulation et l’expansion des 
ILC2 chez la souris, suggérant ainsi que les ILC2 doivent être présentes dans les poumons 
des patients asthmatiques (Chang, DeKruyff et al. 2013).  
Figure 29 :  Voie de signalisation de l’asthme dépendant de l’axe IL-33/ST2 et des 
ILC2. L’IL-33 est produite par les cellules épithéliales, les pneumocytes de type II, les macrophages et 
les cellules dendritiques après exposition aux allergènes ou à une infection. L’IL-33 se fixe sur son 
récepteur ST2 exprimé par les cellules lymphoïdes innées ILC2 qui produisent l’IL-5 et l’IL-13 
responsables de la sécrétion de mucus et de la contraction des muscles lisses (Chang, DeKruyff et al. 
2013). 
 
Lors d’un contact avec un allergène ou lors d’une infection, les cellules épithéliales 
pulmonaires sont endommagées. Les pneumocytes, les macrophages et les cellules 
dendritiques sécrètent alors de l’IL-33, libérée lors d’un signal de danger comme une 
alarmine. L’IL-33 se fixe alors sur son récepteur ST2 exprimé entre autre par les ILC2. Cette 
interaction conduit à la sécrétion d’IL-5 et d’IL-13, deux cytokines qui induisent l’infiltration de 
cellules inflammatoires (neutrophiles, mastocytes, éosinophiles, cellules Th2), la sécrétion de 
mucus par les cellules épithéliales, la diminution du diamètre des bronches et le 
développement de l’hyperréactivité bronchique induisant ainsi l’asthme (Chang, DeKruyff et 
al. 2013). (Figure 29) 
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VI) LES MEDIATEURS CYTOKINIQUES DE L’ASTHME ALLERGIQUE 
 
 
 
 Le développement de la réponse immunitaire nécessite la coopération efficace de 
plusieurs types cellulaires : les cellules lymphoïdes, les cellules de l’inflammation et les 
cellules hématopoïétiques. Ces interactions complexes sont médiées par un groupe de 
protéines appelées cytokines. Ce terme venant du grec cyto, cellule et kinos, mouvement, 
permet de mettre l’accent sur leur rôle dans la communication de cellule à cellule. Beaucoup 
de cytokines sont nommées interleukines (IL-) car elles sont sécrétées par certains 
leucocytes et agissent sur d’autres leucocytes. A ce jour, 38 interleukines ont été 
découvertes chez l’homme. Cependant, dans ce chapitre seulement quelques unes seront 
décrites plus en détail en fonction de leur rôle dans l’asthme allergique : 
- Dans un premier temps l’IL-4, l’IL-5 et l’IL-13, des cytokines largement explorées 
dans la littérature scientifique et considérées comme des pivots de la régulation du 
phénotype allergique. 
-  Dans un second temps l’IL-25, l’IL-33 et TSLP (Thymic Stromal LymphoPoietin), 
des cytokines sécrétées par les cellules épithéliales agissent en synergie.  
- Dans un troisième temps, l’IL-1α, l’IL-1β et l’IL-18, des cytokines pro-inflammatoires 
de la famille de l’IL-1.  
- Et enfin, les chimiokines, des cytokines qui attirent des cellules par chimiotactisme.  
 
6.1) IL-4, IL-5 et IL-13 
 
L’IL-4 et l’IL-13 sont principalement produites par les cellules activées CD4+ Th2, les 
mastocytes, les éosinophiles et les basophiles (Motomura, Morita et al. 2014). Les 
macrophages alvéolaires activés peuvent aussi libérer des quantités substantielles d’IL-4. De 
plus, les cellules T CD8+ et les iNKT produisent cette cytokine dans les modèles 
oncologiques murins et les pathologies respiratoires tandis que les cellules NK peuvent 
produire l’IL-13 en réponse à l’IL-2 (Williams, Rahman et al. 2012). L’IL-4 et l’IL-13 sont aussi 
produites par les ILC2 (Chaput, Sander et al. 2013). 
 L’IL-4 se fixe sur deux récepteurs, l’un étant commun à l’IL-13, il s’agit de l’IL-4Rα/c 
(chaîne ) et de l’IL-4Rα/IL-13R1 (Firestein, Budd et al. 2012). L’IL-13 peut aussi se lier au 
récepteur IL-13Rα2c. Une cascade de transduction de signal est induite après fixation de 
l’IL-4 et de l’IL-13 à leurs récepteurs respectifs (Figure 30). Cette cascade implique 
l’activation de JAK3 (Janus Kinase), JAK2 et TYK 2 (TYrosine Kinase 2) qui à leur tour 
phosphorylent STAT6 (Signal Transducer and Activator of Transcription-factor 6). Après 
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dimérisation, STAT6 migre vers le noyau où il se lie au promoteur des gènes induit par l’IL-4 
et l’IL-13. Ainsi, il s’agit d’un facteur de transcription critique pour la différenciation des 
cellules T naïves en cellules Th2 et la régulation de la production de chimiokines Th2 
induites par l’IL-4 et l’IL-13, incluant l’éotaxine (chimiokine attirant les éosinophiles) par les 
cellules épithéliales, les fibroblastes et les cellules musculaires lisses (Oh, Geba et al. 2010).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 30 : Schéma représentant les différents récepteurs de l’IL-4 et l’IL-13 ainsi que 
la cascade de transduction de signal conduisant aux caractéristiques de l’asthme allergique (Oh, 
Geba et al. 2010).  
 
L’IL-4 et l’IL-13 sont des cytokines majeures induisant la différenciation des 
lymphocytes T naïfs en lymphocytes Th2, capables d’inhiber la différenciation vers la voie 
Th1 ou Th17. L’IL-4 favorise également la production des IgG1 et des IgE (Figure 31) 
(Wenzel 2012). Ainsi, l’IL-4 et l’IL-13 sont des pivots dans la régulation du phénotype 
allergique. Les mastocytes, les ILC2 et les cellules Th2 activées sécrètent non seulement de 
l’IL-4 et de l’IL-13 mais également de l’IL-5 (Figure 31) (Chaput, Sander et al. 2013) (Wenzel 
2012).  
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Figure 31 : Réponse immune Th2 dans les voies respiratoires des patients asthmatiques 
(Wenzel 2012). 
 
La fixation de l’IL-5 sur ces récepteurs l’IL-5Rα et l’IL-5Rβc a pour conséquence 
l’activation de STAT1, STAT3, STAT5, MAPK (mitogen-activated protein kinase), PI3K 
(phosphoinositide 3-kinase) et NF-B. L’IL-5 régule le phénotype allergique puisque la 
cascade de signalisation qu’elle déclenche permet la différenciation et l’activation des 
éosinophiles, la différenciation des cellules B et la production de cytokines et d’IgA (Figure 
32) (Firestein, Budd et al. 2012) (Fulkerson and Rothenberg 2013).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 32 : Schéma représentant la cascade de signalisation impliquant le récepteur de 
l’IL-5. La fixation de l’IL-5 sur ces récepteurs l’IL-5Rα et l’IL-5Rβc entraîne l’activation de voies de 
signalisation conduisant au phénotype asthmatique  (Fulkerson and Rothenberg 2013). 
55 
 
6.2) IL-25, l’IL-33 et TSLP 
 
L’IL-25, l’IL-33 et TSLP sont trois cytokines souvent associées. Très similaires, elles 
appartiennent pourtant à des familles différentes. Controversées, elles sont considérées 
comme des régulateurs clés de l’asthme allergique et sont sécrétées en majorité par les 
cellules épithéliales. Ces cytokines agissent en synergie et chacune à sa manière participe à 
l’induction de la réponse Th2 et est responsable entre autre de l’expansion des ILC2 dans 
les poumons. 
  
  6.2.1) L’interleukine-25 
 
 Découverte en 2001 et aussi connue sous le nom d’IL-17E, l’IL-25 est un membre de la 
famille de l’IL-17 qui est impliqué dans les réponses immunes Th2. L’IL-25 se fixe sur son 
récepteur constitué des sous-unités IL17RB et IL25R et exprimés majoritairement par les 
cellules Th2 (Jacquet 2013). 
 L’IL-25 n’est pas seulement produite par les cellules épithéliales mais aussi par les 
cellules Th2, les mastocytes, les macrophages, les éosinophiles et les basophiles (Bartemes 
and Kita 2012). L’enzyme protéolytique MMP7 des cellules épithéliales bronchiques est 
nécessaire pour une production optimale d’IL-25 (Schuijs, Willart et al. 2013).   
 Les membres de la famille Th17 sont connus pour leur capacité à induire une 
inflammation neutrophilique. Or, ce n’est pas le cas de l’IL-25. En effet, la surexpression de 
l’IL-25 dans les cellules épithéliales pulmonaires conduit à la production de mucus et à 
l’infiltration d’éosinophiles et de macrophages dans les voies respiratoires (Jacquet 2013) 
(Bartemes and Kita 2012). L’IL-25 aide aussi à la prolifération et à la polarisation des 
lymphocytes Th2 mémoires et stimule leur production d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 (Fort, Cheung 
et al. 2001). Administré dans les voies respiratoires, l’IL-25 agit directement sur les pre-ILC2 
pour induire leur expansion et leur activation (Barlow, Bellosi et al. 2012) (Licona-Limon, Kim 
et al. 2013)  (Figure 38). Ainsi, l’IL-25 est surexprimée dans les voies aériennes des sujets 
asthmatiques. 
 
  6.2.2) L’interleukine-33 
 
 L’IL-33, aussi connue sous le nom d’IL-1F11, fut identifiée à l’origine comme  le 
facteur nucléaire NF-HEV (Nuclear Factor from High Endothelial Venules) et comme DVS27, 
un gène surexprimé dans les cas de vasospasmes cérébraux canins (Miller 2011). 
Cependant, c’est en 2005, lors d’une étude de (Schmitz, Owyang et al. 2005), que l’IL-33 fut 
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mise en évidence. En effet, une analyse structurale de l’IL-33 a révélé que cette protéine 
possède des homologies de séquence avec l’IL-18 et la structure caractéristique des 
membres de la famille de l’IL-1 en feuillet β.  
L’IL-33 est exprimée de manière prédominante dans les cellules stromales comme les 
cellules épithéliales et les cellules endothéliales. La nécrose liée aux dommages causés à 
ces cellules permet la libération de la forme entière de l’IL-33 qui se fixe sur ces récepteurs 
(Miller 2011) (Figure 33).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 33 : Libération de l’IL-33, fixation sur son récepteur ST2 et voies de signalisation 
induites. Libération de l’IL-33 par les cellules stromales nécrosées, fixation sur ses récepteurs sST2 
(inhibe IL-33) et ST2L. La liaison IL-33/ST2L induit le recrutement d’IL-1RAcP et la voie de 
signalisation de ce co-recepteur menant à la production de cytokines. Durant l’apoptose, le clivage de 
l’IL-33 par les caspase-3 et 7 conduit à son inactivation (Miller 2011). 
 
L’IL-33 est le ligand du récepteur ST2 (appelé aussi T1, IL-1RL1, DER4 ou IL-33Rα), 
un membre de la superfamille des récepteurs toll-like (TLR)/IL1R (Schmitz, Owyang et al. 
2005). Deux variants du gène IL-33Rα sont produits par épissage alternatif : la forme 
transmembranaire ST2L et la forme soluble sST2. Cette dernière forme soluble est nommée 
récepteur « decoy ». C’est en quelque sorte un appeau qui attire et piège l’IL-33, bloquant 
ainsi la voie de signalisation IL-33/ST2 (Hayakawa, Hayakawa et al. 2007). La fixation de 
l’IL-33 sur le récepteur transmembranaire ST2L forme un complexe qui recrute la chaîne IL-
1RAcP (IL-1R accessory protein) en tant que co-récepteur. Cet évènement conduit au 
recrutement de la protéine adaptatrice MyD88 et à l’activation de facteurs de transcription 
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tels que NF-B via TRAF6, IRAK-1/4 et les MAP kinases ainsi qu’à la production de 
cytokines Th2 comme IL-5, et IL-13. La signalisation est possible grâce au domaine TIR 
(Toll-Interleukin-1 Receptor) de la chaîne IL-1RAcP (Ali, Huber et al. 2007) (Figure 33). De 
plus, des études ont montrés que la signalisation IL-33/ST2L pouvait être régulée 
négativement par un autre récepteur de la famille de l’IL-1R1 nommé SIGIRR (single Ig IL-
1R-related molecule) aussi appelée TIR8 (Toll IL-1R8). Les réponses immunes induites par 
l’IL-33 seraient renforcées chez les souris déficientes pour SIGIRR (Bulek, Swaidani et al. 
2009). 
Le récepteur ST2 est exprimé à la surface d’un grand nombre de cellules de 
l’immunité : les lymphocytes Th2, les basophiles, les cellules NKT et iNKT, les mastocytes, 
les éosinophiles, les cellules NK, les cellules dendritiques et les macrophages (Ohno, Morita 
et al. 2012). Des études récentes ont démontré l’existence du récepteur ST2 sur les ILC2, 
cellules de l’immunité innée (Chang, DeKruyff et al. 2013) (Figure 29). Cette interaction 
conduit à la sécrétion d’IL-6 pro-inflammatoire, d’IL-5 et d’IL-13 et donc aux caractéristiques 
de l’asthme (infiltration cellulaire, sécrétion de mucus par les cellules épithéliales, diminution 
du diamètre des bronches et développement de l’hyperréactivité bronchique). 
L’IL-33 est une cytokine produite sous la forme d’un précurseur de 270 résidus (Figure 
34) possédant une double fonction. En effet, elle peut agir en tant que cytokine décisive dans 
la réponse immune innée de type 2 comme l’IL-25, durant les infections et les pathologies 
inflammatoires et allergiques, en se fixant sur son récepteur ST2 via le domaine C-terminal 
(IL-1 like domain). Elle joue aussi un rôle de facteur nucléaire intracellulaire pouvant se lier à 
l’hétérochromatine et possédant des propriétés de répresseur transcriptionnel via son 
domaine N-terminal (Smith 2010). Cependant aucun gène cible régulé par l’IL-33 
intracellulaire n’a été identifié. 
 
 
Figure 34 : Représentation schématique de la structure de l’IL-33 (Smith 2010). 
 
 De plus au même titre que l’IL-1α et HMGB1, l’IL-33 est considérée comme un signal 
de danger endogène ou une alarmine par sa localisation nucléaire et sa sécrétion par les 
cellules nécrosées (Lefrançais and Cayrol 2012). Contrairement à l’IL-1β et à l’IL-18, la 
forme entière de l’IL-33 (full-length) est biologiquement active. Le clivage de l’IL-33 a fait 
l’objet de nombreuses controverses ces dernières années. En effet, il a été démontré par 
Schmitz et al., que l’IL-33 comme les autres membres de la famille de l’IL-1, c'est-à-dire l’IL-
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1β et l’IL-18, nécessitait d’être clivée par la caspase-1/11 pour avoir une activité biologique 
optimale. Les travaux de cette équipe indiquaient que le clivage de l’IL-33 par la caspase-1 
après le résidu Ser111, permettant la production d’une forme mature d’IL-33112-270 (Schmitz, 
Owyang et al. 2005). Cependant, quatre ans plus tard, l’équipe de Jean-Philippe Girard 
démontre que le clivage de l’IL-33 par la caspase-1 ne se faisait pas au site de clivage décrit 
par Schmitz et al., mais après le résidu Asp178 dans le domaine C-terminal  et que ce clivage 
inactive l’IL-33 (Cayrol and Girard 2009). L’IL-33 peut également être clivée par d’autres 
enzymes comme la cathepsin G et l’élastase par exemple (Figure 35) (Lefrançais and 
Cayrol 2012). 
Figure 35 : Représentation schématique de la structure de l’IL-33 et de ces sites de 
clivages. L’IL-33 peut être clivée par la cathepsine G, l’élastase et par les caspases-1, 3 et 
7(Lefrançais and Cayrol 2012). 
 
La figure 36 résume les données précédentes à savoir que l’IL-33 est 
constitutivement exprimée dans le noyau des cellules endothéliales et épithéliales, à l’abri, 
protégée du clivage. Lors de la mort cellulaire programmée (apoptose), l’IL-33 libérée est 
clivée et inactivée par les caspases tandis que pendant la nécrose, la forme entière et active 
de l’IL-33 (full length) est libérée. Lors d’un stress ou d’un dommage cellulaire, les 
neutrophiles sont recrutés au site d’infection. Ils sécrètent des sérines protéases (elastase, 
cathepsine G, protéinase 3) capables de cliver et d’amplifier la bioactivité de l’IL-33 
(Lefrançais, Roga et al. 2012). L’IL-33 se fixe sur son récepteur ST2 exprimé par les ILC2, 
les mastocytes, les granulocytes et les lymphocytes Th2 qui produisent à leur tour des 
cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-5, IL-13) induisant une réponse inflammatoire de type 
2 (Licona-Limon, Kim et al. 2013). 
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Figure 36 : Représentation schématique de la sécrétion d’IL-33 et des mécanismes 
permettant sa maturation. L’IL-33 est stockée dans le noyau des cellules épithéliales et des cellules 
endothéliales. Cette cytokine est libérée lors de l’apoptose puis clivée par la caspase-1 qui l’inactive. 
Lors d’un stress cellulaire la forme entière (FL, Full-Lenght) est libérée comme alarmine dans le milieu 
et active les cellules qui expriment son récepteur, ST2 (ILC2, mastocytes, granulocytes, lymphocytes 
Th2). Leur induction s’accompagne d’une réponse pro-inflammatoire de type 2 avec la production de 
cytokines (IL-6, IL-5, IL-13). Des neutrophiles peuvent être recrutés lors du stress cellulaire. Ils 
produisent des protéases (élastase, cathepsine G) capables de cliver l’IL-33. (Lefrançais and Cayrol 
2012).  
 
Mais l’IL-33 joue d’autres rôles dans des pathologies comme la dermatite atopique, la 
rhinite allergique mais aussi les maladies inflammatoires chroniques comme la polyarthrite 
rhumatoïde ainsi que des maladies cardiovasculaires, l’obésité et le cancer (Miller 2011).  
Toutes ces cytokines induites par les voies de signalisation impliquant le complexe IL-
33/ST2L jouent des rôles cruciaux dans l’asthme allergique (Figure 37).  
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Figure 37 : Représentation schématique de l’implication de l’IL-33 dans l’asthme, des 
cellules sur lesquelles elle se fixe et des cytokines et chimiokines que ces cellules produisent après 
activation. L’IL-33 joue un rôle indirect dans l’éosinophilie, le remodelage bronchique, l’hyperréactivité 
bronchique et la production d’IgE (Modifié d’après (Lloyd 2010)). 
 
 
6.2.3) Le TSLP (Thymic Stromal Lymphopoietin) 
 
TSLP est une cytokine structurellement proche de l’IL-7 produite par les cellules 
épithéliales, les fibroblastes, les mastocytes et les kératinocytes. Il se fixe sur un récepteur 
hétérodimérique composé d’une chaîne de fixation spécifique et d’une chaine IL-7Rα. Le 
TSLP a plusieurs actions mais ses principales cibles semblent être les cellules dendritiques 
par lesquelles il permet la différenciation des cellules Th2 qui produisent l’IL-4, l’IL-5 et l’IL-13 
(Fulkerson and Rothenberg 2013).  
Il a été démontré que le TSLP était surexprimé dans les biopsies de bronches de 
patients asthmatiques (Jacquet 2013). De plus, l’expression de TSLP est induite par des 
protéases qui interagissent avec PAR-2. Ainsi il contribue à l’inflammation allergique 
(Williams, Rahman et al. 2012). En effet, les souris déficientes pour TSLP montrent une 
réduction considérable des caractéristiques de l’asthme. Enfin, le gène codant pour TSLP 
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présente des polymorphismes associés à la pathologie de l’asthme (Martinez and Vercelli 
2013). 
TSLP agit également en synergie avec l’IL-25 et l’IL-33 dans l’induction des cellules 
lymphoïdes innées (ILC2) (Licona-Limon, Kim et al. 2013) (Figure 38).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 38 : Représentation schématique de l’action synergique entre l’IL-25, l’IL-33 et 
TSLP dans l’induction des cellules impliquées dans les voies de signalisation conduisant à l’asthme 
allergique (Licona-Limon, Kim et al. 2013). 
 
Toutes ces conclusions démontrent le rôle important de TSLP dans l’initiation de 
l’allergie et de l’inflammation adaptative en passant par des voies de l’immunité innée activée 
initialement par les cellules épithéliales (Kim, DeKruyff et al. 2010). 
 
6.3) IL-1α, l’IL-1β et l’IL-18 
 
Découverte en 1980, l’IL-1 est un médiateur central de l’immunité innée et de 
l’inflammation qui affecte toutes les cellules et tous les organes. La famille de l’IL-1 (Tableau 
II) inclue sept ligands avec une activité agoniste (l’IL-1α et l’IL-1β, l’IL-18, l’IL-33 (décrite 
précédemment), l’IL-36α, l’IL-36β et l’IL-36), trois récepteurs antagonistes (IL-1Ra, IL-36Ra, 
IL-38) et une cytokine anti-inflammatoire  (IL-37) (Garlanda, Dinarello et al. 2013). 
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Family name Name Property 
IL-1F1 IL-1a Agonist 
IL-1F2 IL-1b Agonist 
IL-1F3 IL-1 Ra Receptor antagonist 
IL-1F4 IL-18 Agonist 
IL-1F5 IL-36Ra Receptor antagonist 
IL-1F6 IL-36a Agonist 
IL-1F7 IL-37 Pro-inflammatory cytokine 
IL-1F8 IL-36b Agonist 
IL-1F9 IL-36g Agonist 
IL-1F10 IL-38 Receptor antagonist 
IL-1F11 IL-33 Agonist 
 
Tableau II : Tableau récapitulatif des membres de la famille de l’IL-1 avec les différentes 
nomenclatures ainsi que leur propriété (d’après  (Dinarello 2009) et (Carta, Lavieri et al. 2013)) 
 
Les récepteurs des membres de la famille IL-1 sont les suivants : le récepteur IL-1 (IL-
1R1 et IL-1RAcP), le récepteur IL-33 (ST2 et IL-1RAcP), le récepteur IL-18 (IL-18Rα et IL-
18Rβ) et le récepteur IL-36 (IL-1Rrp2 et IL-1RAcP). Deux membres de la famille sont des 
récepteurs « decoy » : l’IL-R2 et l’IL-18BP (Figure 39). 
 
 
 
 
Figure 39 : Représentation schématique des ligands et récepteurs de la famille de l’IL-1. 
Le symbole « négatif » indique une inhibition et TIR8 est aussi nommé SIGIRR (voir partie 6.2.2) 
(Garlanda, Dinarello et al. 2013). 
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Les cytokines de la famille de l’IL-1 sont hautement régulées et leur dérégulation 
entraîne de graves conséquences pathologiques. Nous nous intéresserons dans cette partie 
à trois membres de la famille de l’IL-1, à savoir l’IL-1α, l’IL-1β et l’IL-18. 
Les cellules produisant majoritairement l’IL-1α sont les monocytes, les cellules B, les 
neutrophiles polymorphonucléaires, les cellules épithéliales et les kératinocytes. 
Constitutivement présent dans la barrière épithéliale (tractus gastro-intestinal, poumon, rate, 
foie, cellules endothéliales, astrocytes), le précurseur de l’IL-1α, comme l’IL-33, est 
considéré comme une alarmine (Chen, Kono et al. 2007). En effet, libérée par les cellules 
nécrosées, l’IL-1α constitue un signal de danger endogène qui initie rapidement des 
cascades de signalisation induisant la production de cytokines et de chimiokines pro-
inflammatoires (Cayrol and Girard 2009). L’IL-1α peut cependant être clivée par des 
enzymes telles que l’élastase, le granzyme B, la chymase ou la calpaïne (Figure 40). 
 
Figure 40 : Représentation schématique des structures de l’IL-1α, l’IL-β et l’IL-18 et leurs 
sites de clivages. L’IL-1α peut être clivée par l’élastase, le granzyme B, la chymase et la calpaïn. 
L’IL-1β peut être clivée par l’élastase, la protéinase 3, la chymase, la cathepsine G, la caspase-1. L’IL-
18 peut être clivée par le granzyme B, la caspase-1, la protéinase 3 et la chymase (Lefrançais and 
Cayrol 2012). 
 
Ainsi, l’IL-1α joue un rôle crucial dans les phases précoces de l’inflammation. Il a été 
démontré que l’IL-1α contrôle la sensibilisation aux allergènes d’acarien HDM via la libération 
de GM-CSF et d’IL-33 par les cellules épithéliales (Willart, Deswarte et al. 2012). En effet, il 
existe une boucle autocrine endogène dans laquelle l’IL-1α libéré par les cellules épithéliales 
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agit sur le récepteur IL-1RI présent sur les mêmes cellules, permettant ainsi la production de 
cytokines. 
 
Contrairement à l’IL-1α, l’IL-1β est synthétisée sous une pro-forme qui doit être clivée 
par la caspase-1 pour être activée puis libérée dans l’espace extracellulaire (Figure 41). 
Cependant, la caspase-1 n’est pas la seule enzyme à pouvoir cliver l’IL-1β. En effet, les 
enzymes libérées par les neutrophiles telles que la protéinase-3, la cathepsine G, l’élastase 
ou encore les chymases libérées par les mastocytes ou le granzyme B par les cellules 
cytotoxiques, génèrent une forme active de l’IL-1β car leur site de clivage est proche de celui 
de la caspase-1 (Figure 40) (Garlanda, Dinarello et al. 2013) (Lefrançais and Cayrol 2012). 
Après clivage, l’IL-1β mature est sécrétée dans le milieu extracellulaire où elle stimule 
à la fois la réponse innée et la réponse adaptative en régulant l’expression de gène pro-
inflammatoires (cytokines, chimiokines). Cependant, l’implication de l’axe 
inflammasome/caspase-1/IL-1β dans l’asthme allergique n’est pas très claire pour le 
moment. En effet, Hammad et al ont démontré que les souris déficientes pour NLRP3, ASC 
ou caspase-1, impliquées dans l’inflammasome, traitées avec HDM ne présentaient pas de 
réduction du développement de l’asthme (Kool, Willart et al. 2011). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 41 : Représentation schématique de l’activation de l’IL-1β. Le Lipopolysaccharide 
des bactéries et de certains allergènes est reconnu par le TLR4, exprimé à la surface des cellules 
épithéliales. Ceci entraîne l’activation de la protéine adaptative MyD88 qui permet la production du 
facteur de transcription NF-B permettant la génération de la pro-forme de l’IL-1β. D’un autre côté les 
signaux de danger auxquels sont exposées les cellules (cristaux d’acide urique, ATP, toxines) activent 
l’inflammasome NLRP3 qui active à son tour la caspase-1 qui clive la pro-IL-1β en IL-1β (Modifié 
d’après InvivoGen) 
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L’IL-1β et l’IL-18 sont codées par des gènes distincts mais possèdent une structure 
tridimensionnelle relativement similaire en feuillet bêta (Kato, Jee et al. 2003). De plus, tout 
comme l’IL-1β, l’IL-18 est synthétisée sous forme d’un précurseur qui doit être clivé par la 
caspase-1 ou d’autres enzymes pour être activée (Figure 40) (Garlanda, Dinarello et al. 
2013).  
L’IL-18 est exprimée constitutivement dans les macrophages, les DC, les cellules 
épithéliales et les cellules endothéliales. Il s’agit d’une cytokine jouant un rôle dans la 
polarisation des lymphocytes Th1 mais elle participe également aux réponses Th2. En effet, 
en présence d’IL-12, l’IL-18 stimule la production d’IFN- par les cellules Th1 alors qu’en 
absence d’IL-12, elle favorise la production d’IL-4 et donc la polarisation Th2 (Kawayama, 
Okamoto et al. 2012) (Garlanda, Dinarello et al. 2013). Ainsi, en initiant la réponse Th2 et en 
induisant la production d’IgE, l’IL-18 joue un rôle dans la pathologie de l’asthme. De plus, il a 
été démontré que les patients asthmatiques ont un fort taux d’IL-18 exprimé dans le sérum 
par rapport à des patients sains (Wong, Ho et al. 2001). Des biopsies réalisées sur des 
échantillons de poumon de patients asthmatiques révèlent que l’IL-18 est fortement 
exprimée dans les cellules épithéliales des voies respiratoires et dans les cellules 
musculaires lisses (Kawayama, Okamoto et al. 2012). Ce qui nous montre bien l’importance 
de cette cytokine. 
 
6.4) Les chimiokines 
 
Il existe une classe particulière de cytokines capables de recruter des cellules 
spécifiques par chimiotactisme. Elles sont appelées chimiokines. Il s’agit d’une superfamille 
de petits polypeptides solubles de 8 à 10 kDa, qui contrôlent l’adhésion, le chimiotactisme et 
l’activation de nombreuses populations de leucocytes (Tulic, Fiset et al. 2005). Leur 
signalisation passe par des récepteurs couplés à des protéines G (GPCR). Les chimiokines 
ont été divisées en sous-classe selon leur structure : CXC, CC, C et CX3C. Les deux 
groupes principaux étant CXC (chimiokine α) et CC (chimiokine β) (Figure 42). Les 
chimiokines du groupe CC sont les plus importantes dans la pathogenèse de l’asthme 
puisqu’elles ciblent les monocytes, les cellules T et les éosinophiles (Pease 2006). Celles qui 
ont pour cible les éosinophiles sont appelées eotaxin (CCL11), eotaxin-2 (CCL24) et eotaxin-
3 (CCL26). Leur taux est couramment mesuré dans les modèles d’asthme allergique et 
reflètent le recrutement d’éosinophiles dans les poumons. 
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Les cytokines et les chimiokines régulent l’entrée des cellules inflammatoire au site 
d’inflammation en augmentant l’expression de molécules d’adhésion sur les cellules 
endothéliales et inflammatoires. Les cellules roulent puis adhèrent sur les cellules 
endothéliales et finissent par migrer vers le site d’inflammation en suivant le gradient de 
chimiokine plus élevé à cet endroit : il s’agit de la chimiotaxie (Tulic, Fiset et al. 2005). 
Figure 42 : Tableau récapitulant quelques chimiokines les plus représentatives des 
groupes CC et CXC ainsi que leur nom commun, leur récepteur et les cellules qui les produisent et 
celles qu’elles attirent (Pease 2006) 
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VII) LES POUMONS, CIBLES DES ALLERGENES 
 
7.1) L’architecture pulmonaire 
 
L’appareil respiratoire se divise en deux parties séparées par le pharynx : les voies 
aériennes supérieurs comprenant une série de cavités communicantes (le nez, les sinus, le 
rhinopharynx) et l’appareil broncho-pulmonaire (Site internet epathologie.com). Il est difficile 
de faire une étude sur l’asthme sans parler des cibles principales de cette pathologie, à 
savoir les poumons. Comme il a été dit précédemment, les poumons présentent une surface 
de 100m2 en contact avec environ 10.000 litre d’air inhalé chaque jour, contenant de 
nombreux agents physiques, chimiques et biologiques potentiellement nocifs (Holgate 2007). 
Les poumons humains sont composés de trois lobes à droite et de deux lobes à gauche 
tandis que chez les souris ils sont composés  de quatre lobes à droite et d’un seul lobe 
accessoire à gauche.  
Cet organe essentiel est souvent comparé à un arbre, on parle d’ailleurs d’arborisation 
bronchique. Les bronches sont constituées de bronchioles qui aboutissent aux lobules, les 
plus petits compartiments anatomiques et fonctionnels du poumon. L’épithélium respiratoire 
de surface dans les voies hautes (depuis la trachée jusqu’aux bronchioles) est pseudo-
stratifié, toutes les cellules étant ancrées dans la lame basale (Coraux, Hajj et al. 2005). La 
muqueuse pulmonaire est composé de trois structures : l’épithélium pulmonaire reposant sur 
une membrane basale riche en collagène IV et en laminine et sur du tissu conjonctif lâche, le 
chorion (lamina propria). 
L’épithélium pulmonaire est constitué de cellules non ciliées de Clara et des cellules 
ciliées munies de cils vibratiles qui guident les particules et autre allergènes inhalés vers le 
larynx. Comme indiqué dans les chapitres précédents, l’épithélium pulmonaire se compose 
également de cellules caliciformes ou cellules en gobelet dont le volume augmente lors de la 
réponse allergique. Ce sont ces cellules qui produisent le mucus caractéristique de l’asthme. 
L’épithélium pulmonaire se compose également de cellules endocrines et de cellules basales 
qui sont de petites cellules situées entre les faces basales des cellules ciliées. Enfin, la 
dernière couche, le chorion, est formé de tissu conjonctif riche en fibres élastiques 
contienant des glandes mixtes séromuqueuses. 
 
7.2) Le mucus, protection contre les allergènes 
 
Le mucus est synthétisé par les cellules sécrétrices de l’épithélium de surface des 
voies aériennes et par les cellules sécrétrices glandulaires de la sous-muqueuse bronchique. 
Cette substance est considérée comme une barrière physique contre les bactéries et les 
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allergènes inhalés. En effet, sa composition biochimique (glycoprotéine, lactoferrine, 
composés antimicrobiens) participe à la défense antibactérienne, anti-oxydante et 
antiprotéasique de l’épithélium des voies aériennes (Coraux, Hajj et al. 2005). Les 
principales glycoprotéines constituant le mucus sont les mucines. Sécrétées au niveau des 
surfaces muqueuses et dans la salive, les mucines assurent une mission de protection des 
épithéliums des voies aériennes mais aussi digestives. Chez l’homme, il en existe 13 dont la 
plus connue est MUC5AC qui est retrouvée dans les voies respiratoires des sujets sains et 
est surproduite chez les sujets asthmatiques (Shifren 2012). Parmi les autres composés 
constituant le mucus se trouvent d’autres molécules connues pour leurs activités anti-
microbiennes (IgA sécrétoires, lactoferrine, lysozyme, bronchotransferrine, phospholipase 
A2, lactoperoxydase, inhibiteur de leucoprotéase sécrétoire (SLPI) et défensines) (Coraux, 
Hajj et al. 2005). 
 
7.3) Le microbiome pulmonaire, aire biotique du microbiote 
 
L’étude du microbiome pulmonaire est un champ d’investigation relativement nouveau 
qui s’est développé ces dernières années. En effet, jusque là les poumons étaient 
considérés comme stériles en conditions physiologiques mais des études récentes ont 
démontré l’existence de bactéries résidentes dans les voies aériennes constituant un 
microbiome pulmonaire comparable à la flore intestinale retrouvée dans le tube digestif 
(Beck, Young et al. 2012). Il a été démontré que la composition microbienne de la flore 
aérienne était différente entre un sujet sain et un sujet atteint d’une inflammation chronique 
telle que l’asthme ou les maladies pulmonaires chroniques obstructives comme la fibrose 
kystique (Gollwitzer and Marsland 2014). Plusieurs données épidémiologiques ont révélées 
un lien entre l’exposition précoce aux microorganismes et l’incidence de l’asthme, d’où le 
développement de l’hypothèse de l’hygiène. Cette hypothèse suggère que le changement de 
style de vie dans les pays industrialisés ainsi que l’utilisation accrue des antibiotiques, peut 
altérer la composition microbienne et augmenter le risque de développement de l’asthme 
(Mamessier, Botturi et al. 2005; Gollwitzer and Marsland 2014). Le microbiome est en 
quelque sorte l’aire de vie du microbiote. Les voies respiratoire des patients asthmatiques 
présentent une augmentation significative de protéobactéries (Proteobacteria), 
spécifiquement les espèces Haemophilus, Moraxella et Neisseria spp. Inversement, le 
phylum Bacteoridetes, en particulier Prevotella spp ne sont pas représentés dans les voies 
respiratoires des sujets asthmatiques par rapport aux sujets sains (Gollwitzer and Marsland 
2014). Des études ont été menées sur des souris axéniques dites « germ-free » qui sont 
totalement stérile et n’ont aucun microbes. Ces souris exprimaient une forte réponse Th2 
ainsi qu’un fort taux d’éosinophiles dans les poumons et dans le lavage broncho-alvéolaire 
69 
 
comparé à des souris ayant un microbiote normal. Cependant, cet effet pourrait être du à 
une colonisation des voies respiratoires des souris axéniques par un microbiote sain avant 
les sensibilisations à l’allergène (Gollwitzer and Marsland 2014) (Marsland, Yadava et al. 
2013). De plus, chez les souris « germ-free », l’absence de micro-organismes conduit à la 
dérégulation de l’activation des cellules dendritiques et des macrophages, cellules piliers 
dans la réponse inflammatoire pulmonaire (Marsland, Yadava et al. 2013). 
En se basant sur les multiples études menées par diverses équipes, l’existence d’un 
microbiome pulmonaire est clairement établie. Cependant des questions restent en suspend 
au sujet de sa fonction et de la manière dont on peut l’utiliser afin de prévenir ou de traiter 
les pathologies pulmonaires chroniques comme l’asthme. 
 
VIII) LES MODELES D’ASTHME ALLERGIQUE CHEZ LA SOURIS 
 
 
Lorsque l’on cherche sur internet « Ethique : expérimentation animale », la première 
référence qui nous est proposée est celle du CNRS qui écrit : « Malgré le développement de 
méthodes alternatives en expérimentation animale, l’utilisation des animaux à des fins 
scientifiques reste à l’heure actuelle incontournable ». En effet, afin de comprendre les 
mécanismes impliqués dans les pathologies comme l’asthme allergique, le recours à des 
modèles animaux est inéluctable. Le modèle murin est le plus utilisé pour leur disponibilité 
dans le monde entier et leur coût entre autre (Gueders, Paulissen et al. 2009). De plus, les 
cartes génétiques du génome de la souris sont disponibles, permettant la conception et 
l’utilisation de plusieurs outils moléculaires (anticorps, kit ELISA, ARN interférence (siRNA) 
et séquences anti-sens par exemple), sans oublié le fait que l’homme et la souris possèdent 
presque 86% d’homologie de séquence  
Dans cette partie seront développés quelques modèles murins d’inflammation 
pulmonaire allergique. Les modèles suivants seront abordés : l’asthme induit par 
l’ovalbumine (OVA) présente dans le blanc d’œuf, l’induction de la pathologie par les 
allergènes d’acariens aussi appelés House Dust Mite (HDM) ou par la papaïne (PAP), une 
enzyme présente dans le latex de la papaye, et enfin, l’asthme induit par le pollen de 
bouleau ou Birch Pollen (BP). 
 
8.1) Le modèle ovalbumine (OVA) 
 
 L’ovalbumine est une protéine fortement immunogène présente dans le blanc d’œuf. 
Le modèle le plus classique d’asthme allergique est obtenu par sensibilisation sous-cutanée 
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à l’ovalbumine en présence ou en absence d’adjuvant comme l’hydroxyde d’aluminium 
(Alum), suivie de provocations allergéniques par voie intra-nasale (instillation) (Figure 43).  
  
 
 
Figure 43 : Modèle expérimental murin d’inflammation pulmonaire induite par l’ovalbumine 
(OVA) utilisé à l’Institut. 
 
 L’administration de l’ovalbumine par injection sous-cutanée permet une diffusion plus 
lente de l’allergène et facilite sa capture par les cellules dendritiques et les cellules de 
Langherans présentent en grand nombre sous la peau. La co-administration d’adjuvant avec 
l’ovalbumine permet une orientation vers la réponse Th2 (Brewer, Conacher et al. 1999). 
Cependant, en orientant la réponse immunitaire ainsi, l’utilisation d’alum peut masquer 
l’existence essentielle de signaux inflammatoires ou les différences phénotypiques entre les 
souris sauvages et knock-out (Schmitz, Kurrer et al. 2003).  
 Les  fonds génétique les plus utilisées dans les modèles d’asthme expérimentaux 
sont les BALB/c et les C57BL/6. Cependant, il existe quelques différences entre ces souris 
autre que leur couleur. En effet, les souris BALB/c et les C57BL/6 présentent une première 
différence au niveau d’un loci correspondant au loci humain 5q23-35 qui contient le cluster 
de gène de la réponse Th2. Des études réalisées sur un modèle d’inflammation pulmonaire 
induit par l’ovalbumine ont montrées que les souris BALB/c présentaient une plus forte 
réponse Th2 que les souris C57BL/6 ainsi qu’une meilleure réponse à la métacholine et un 
taux d’IL-4 et d’IL-13 plus important dans les poumons (Gueders, Paulissen et al. 2009). 
Cependant, les souris C57BL/6 présentent un recrutement d’éosinophiles et de neutrophiles 
plus prononcé dans le lavage bronchoalvéolaire ainsi qu’un taux de chimiokines CCL11 et 
CCL5 dans le lavage broncho-alvéolaire supérieur. Ainsi, il existe une distribution de 
cytokines différentes dans le  lavage broncho-alvéolaire ou dans les poumons en fonction de 
la lignée de souris (Gueders, Paulissen et al. 2009).  
 L’administration d’ovalbumine aux souris révèle des caractéristiques de la pathologie 
asthmatique de l’Homme : éosinophilie, production de médiateurs Th2, hyperplasie des 
cellules caliciforme, production d’IgE spécifique de l’antigène, hyperréactivité bronchique en 
réponse à la métacholine. 
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8.2) Le modèle House Dust Mite (HDM) 
 
 House Dust Mite (HDM) est l’aéroallergène le plus répandu et le plus commun. En 
effet, 85% des asthmatiques sont allergiques à HDM. Les deux espèces d’acarien les plus 
connues sont Dermatophagoides pteronyssinus et Dermatophagoides farinae. Elles ont 
chacune leur allergène associé Der p et Derf. Cependant, HDM n’est pas seulement 
responsable d’asthme allergique mais également de rhinite, de rhinoconjonctivite et de 
dermatite atopique (Gregory and Lloyd 2011). Le modèle d’asthme allergique induit par 
l’allergène d’acarien est obtenu par instillation intra-nasale de HDM, suivie de provocations 
allergéniques par voie intra-nasale également (Figure 44).  
  Figure 44 : Modèle expérimental murin d’inflammation pulmonaire induite par House 
Dust Mite (HDM) utilisé à l’Institut. 
 
 Le potentiel allergénique de HDM est contenu dans les acariens eux-mêmes ainsi 
que dans leurs pelotes fécales. Ces pelotes contiennent la nourriture des acariens, des 
débris et des enzymes protéolytiques liés ensemble par du mucus et recouvert par une 
membrane péritrophique chitineuse. La durée de vie d’un acarien est de 10 semaines et 
chaque acarien produit environ 2000 particules fécales, d’où le problème majeur de l’asthme  
allergique induit par HDM. Les allergènes appartiennent à une famille de protéine dont les 
fonctions biologiques sont diverses. Der p1 par exemple est le membre le plus connu de la 
famille Dermatophagoides pteronyssinus (Gough, Schulz et al. 1999). Il s’agit d’une cystéine-
protéase (papain-like) jouant un rôle dans la rupture des jonctions serrées au niveau des 
cellules épithéliales (tout comme Der p3), dans la production de cytokines, chimiokines et 
facteurs de croissance, dans la dégranulation des éosinophiles et des mastocytes, dans la 
production de collagène et la maturation des fibroblastes. Der p2, un autre membre de la 
même famille est un domaine de reconnaissance des lipides liés à MD-2, une protéine 
associée au TLR4 (Figure 9) (Gregory and Lloyd 2011). De plus, des ligands des PRR (LPS, 
β-glucane) sont détectés dans les extraits de HDM (Figure 40), favorisant la réponse 
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allergique. La chitine formant l’exosquelette des acariens stimule également le système 
immunitaire. 
Le modèle murin d’inflammation pulmonaire induit par HDM est donc primordial dans la 
compréhension du rôle de l’allergène d’acarien dans l’induction de l’immunité innée. Il 
pourrait aider au développement de stratégies thérapeutiques pour le traitement de l’asthme 
allergique. 
 
8.3) Le modèle papaïne (PAP) 
 
La papaïne est une enzyme présente dans le latex entre l’écorce et la pulpe de la 
papaye (Carica papaya). Cette cystéine protéase est largement utilisée dans l’industrie 
alimentaire en tant qu’attendrisseur de viande, en tant qu’agent de clarification de la bière et 
dans de nombreux produits pharmaceutiques contre les troubles digestifs par exemple. En 
effet, la papaïne est une enzyme semblable à celles produites naturellement dans l’estomac. 
Malgré toutes ces vertus, il a été démontré que la papaïne était un allergène pouvant 
induire une forte réponse de type Th2 (Chambers, Brown et al. 1998). Plus récemment, il a 
été démontré que  la réponse Th2 induite par la papaïne était initiée par l’IL-4 produite par 
les basophiles et par l’établissement d’une coopération entre les cellules dendritiques 
dermiques et les basophiles (Sokol, Barton et al. 2008). Cependant, la papaïne peut 
également induire l’asthme chez des souris déficientes pour Rag (recombination-activating 
genes), suggérant ainsi la présence d’un mécanisme indépendant des cellules Th2 
(Motomura, Morita et al. 2014). 
Le modèle d’inflammation pulmonaire induit par la papaïne est obtenu par une ou 
plusieurs instillations intra-nasales de papaïne (Figure 45). 
 Figure 45 : Modèle expérimental murin d’inflammation pulmonaire induite par la 
papaïne (PAP) utilisé à l’Institut. 
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 Les mécanismes impliquant la papaïne ne sont pas encore tout à fait connus et le 
modèle murin d’inflammation pulmonaire induit par cet enzyme devrait nous fournir de plus 
amples informations dans les années à venir. 
 
8.4) Le modèle pollen de bouleau (BP, birch pollen)  
 
 Certaines allergies se déclarent de manière saisonnière; c’est le cas de l’asthme 
allergique induit par le pollen de bouleau (BP, birch pollen). Durant la saison des allergènes 
aéroportés, débutant fin janvier dans le sud de la France et début avril dans le nord de la 
France, le pollen de bouleau est l’un des principaux allergènes induisant des réponses 
allergiques asthmatiques. De plus, 90% des patients allergiques au pollen de bouleau sont 
plus particulièrement allergique à un de ces composants, la protéine Bet v1 (Tourdot, 
Airouche et al. 2013). 
Le modèle d’inflammation pulmonaire induit par le pollen de bouleau est obtenu par 
sensibilisation intra-péritonéal au pollen de bouleau, suivie de provocations allergéniques par 
voie intra-nasale (instillation) (Figure 46). 
Figure 46 : Modèle expérimental murin d’inflammation pulmonaire induite par le pollen de 
bouleau (BP, birch pollen) utilisé à l’Institut. L’allergène utilisé est plus particulièrement Bet v1. 
 
Les souris sensibilisées avec le pollen de bouleau présentent une hyperréactivité 
bronchique ainsi qu’une forte éosinophilie associée à la production d’IgE spécifiques de Bet 
v1 (Tourdot, Airouche et al. 2013). La mise au point de ce modèle expérimental serait la 
meilleure manière de comprendre les voies de signalisation induites par l’allergène Bet v1.  
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Mes travaux sont orientés en deux grands axes : d’une part l’étude du rôle de la 
caspase-1 et de l’IL-33 et d’autre part celui de la protéine kinase C thêta (PKCθ) dans un 
modèle d’asthme allergique expérimental induit par HDM. 
 
Comme décrit dans la partie introduction, la caspase-1 est une cystéine protéase 
endogène synthétisée sous forme d’un précurseur inactif (la pro-caspase-1) et activée par 
dimérisation et autoprotéolyse par un complexe multiprotéique composé de NLRP3 et de la 
protéine adaptatrice ASC, appelé inflammasome. La caspase-1 est connue entre autre pour 
son implication dans l’activation de l’IL-1β et de l’IL-18. Le rôle de la caspase-1 vis-à-vis de 
l’IL-33 à fait l’objet de nombreuses controverses. En effet, une première étude a montré que 
le clivage de l’IL-33 par la caspase-1 activait la cytokine (Schmitz, Owyang et al. 2005) alors 
que d’autres ont démontré que ce clivage inactivait l’IL-33 (Cayrol and Girard 2009). C’est 
cette deuxième hypothèse de l’inactivation qui s’est vérifiée et qui est à présent acceptée. 
L’IL-33 est une cytokine ayant une implication majeure dans l’asthme allergique et dans 
l’exacerbation de la réponse Th2. Dans cette étude, nous avons cherché à comprendre 
quels étaient les mécanismes mis en jeux dans l’asthme allergique en absence de 
l’inflammasome NLRP3, de la protéine adaptatrice ASC ou de la caspase-1. Nous avons mis 
en évidence une voie de signalisation alternative dépendante de l’IL-33, mise en place en 
absence de ces divers composants. De plus, nous avons démontré l’implication de l’IL-33 en 
administrant une protéine de fusion du récepteur ST2 soluble de l’IL-33 à des souris 
déficientes pour la caspase-1.  
 
Lorsqu’un allergène franchit la barrière des cellules épithéliales, il est pris en charge 
par des cellules présentatrices d’antigène, les cellules dendritiques. Ces cellules dégradent 
l’allergène en petits peptides puis migrent vers les ganglions lymphatiques où elles 
présentent ces peptides aux lymphocytes T non différenciés. Cette reconnaissance 
s’effectue via le complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (CMH II) exprimé par les 
cellules dendritiques et le récepteur exprimé par les cellules T (TCR) au niveau de la 
synapse immunologique. Le recrutement de PKCθ dans la synapse immunologique est 
nécessaire pour l’activation et la prolifération des cellules T. En effet, la protéine kinase C 
thêta joue un rôle crucial dans l’activation des cellules T et dans la réponse Th2 dans 
plusieurs pathologies dont l’asthme allergique. 
 
L’étude de la protéine kinase C thêta dans l’asthme allergique induit par HDM a 
constitué le second axe de mes travaux de thèse. En effet, aucunes données de la littérature 
ne démontrent le rôle de PKCθ dans la réponse innée. C’est pourquoi nous nous sommes 
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intéressés à l’impact de PKC-θ sur le recrutement des ILC2 dans les poumons de souris 
rendues asthmatiques par administrations répétées de HDM d’une part. La prolifération des 
ILC2 est stimulée par des cytokines sécrétées par les cellules épithéliales (IL-25, IL-33) et 
elles sont capables de produire des cytokines pro-inflammatoires (IL-4, IL-5, IL-13). Dans 
une autre partie de ce projet, nous avons émis une hypothèse de mécanisme régit par PKCθ 
dans l’asthme allergique induit par HDM. Enfin, les caractéristiques de l’asthme étant 
significativement diminuées en absence de PKCθ, nous avons étudiés l’effet de 
l’administration d’un inhibiteur de cette protéine à des souris sauvages, utilisé pour la 
première fois in vivo. 
 
La partie « Résultat » qui suit s’articule ainsi en deux chapitres, chacun correspondant 
à un axe de ma thèse et à un article en soumission. L’ensemble de ces données met en 
évidence des voies de signalisation qui pourrait servir de cibles thérapeutiques potentielles : 
la caspase-1, l’IL-33 et la protéine kinase C thêta.  
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1ère partie (Article 1): L’activation de la caspase-1 par l’inflammasome NLRP3 
inhibe l’inflammation pulmonaire dépendante de l’IL-33 induite par l’allergène 
d’acarien HDM (House Dust Mite). 
 
Caspase-1 activation by NLRP3 inflammasome dampens IL-33 dependent house dust 
mite induced allergic lung inflammation  
 
Fahima Madouri1,2 , Noëlline Guillou1 , Louis Fauconnier2 , Tiffany Marchiol2 , Nathalie 
Rouxel2 , Pauline Chenuet1 , Aurélie Ledru2 , Lionel Apetoh3,4,5 , François Ghiringhelli3,4,5 , 
Mathias Chamaillard6 , Fabrice Trovero2 , Valérie F.J. Quesniaux1 , Bernhard Ryffel1,* , and 
Dieudonnée Togbe1,2,*. 
 
Résumé 
 Les travaux antérieurs réalisés au laboratoire et ceux de la littérature ont montré le 
rôle critique de l’inflammasome NLRP3 dans l’asthme allergique induit par l’ovalbumine. Bien 
que le rôle de la caspase-1 ne soit pas réellement établi dans cette pathologie. Certaines 
études ont mis en évidence son implication dans l’inactivation de l’IL-33, cytokine clé de la 
réponse allergique.  
 
 Mes travaux de thèse ont porté sur le rôle de la caspase-1 ou ICE (IL-1 Converting 
Enzyme) dans un modèle d’inflammation pulmonaire induite par HDM. Il s’agit d’une cystéine 
protéase intracellulaire synthétisée sous forme d’un précurseur, la pro-caspase-1. Elle est 
activée par clivage autoprotéolytique en deux sous-unités : la p20 et la p10, chacune formant 
un hétérodimère. Ce clivage s’effectue grâce à une dimérisation avec un complexe 
multiprotéique : l’inflammasome. Cette plateforme reconnait une protéine adaptatrice 
nommée ASC puis une protéine effectrice, la caspase-1. Plusieurs inflammasomes sont 
capables d’activer la caspase-1 mais durant cette étude nous nous sommes intéressés à 
deux d’entre eux : NLRP3 et NLRC4 (IPAF). Une fois activée, la caspase-1 est capable de 
cliver à son tour d’autres substrats. Les plus étudiés sont les cytokines IL-1β et IL-18, toutes 
deux synthétisées sous une pro-forme et activées par la caspase-1. Ainsi, cette protéase est 
un médiateur clé dans les processus inflammatoires (Martinon, Mayor et al. 2009; Lukens, 
Gross et al. 2012). Elle joue également un rôle dans la mort cellulaire programmée, la 
pyroptose en réponse aux bactéries intracellulaire.  
 
 Dans un premier temps nous avons montré que la caspase-1 ainsi que les 
composants de l’inflammasome NLRP3 et ASC régulent l’inflammation pulmonaire. En effet, 
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nous avons montré une exacerbation des caractéristiques de l’asthme chez les souris 
déficientes pour la caspase-1 après immunisation et provocation avec l’allergène d’acarien 
HDM. En effet, les souris caspase-1-/- présentaient un recrutement cellulaire, une 
éosinophilie, une hyperréactivité bronchique, une production de cytokines et chimiokines pro-
inflammatoires et une production de mucus significativement plus élevée que les souris 
sauvages traitées avec le même allergène. Nous nous sommes intéressés à l’implication de 
l’inflammasome NLRP3 et de la protéine adaptrice ASC dans ce phénotype allergique et il 
s’est avéré que les souris déficientes pour NLRP3 ou ASC présentaient également les 
mêmes caractéristiques. En revanche, nous n’avons observé aucune différence entre les 
souris sauvages traitées avec l’allergène et les souris déficientes pour  NLRC4, excluant 
ainsi l’implication de cet inflammasome dans le mécanisme.  
 
  Bien que la caspase-1 vis-à-vis de l’IL-33 ait fait l’objet de nombreuses controverses, 
ce fait est à présent établi.  Exprimée de manière prédominante dans les cellules non 
hématopoïétiques comme les fibroblastes, les cellules épithéliales et les cellules 
endothéliales, l’IL-33 est libérée lors de la nécrose liée aux dommages causés à ces cellules 
sous une forme entière active (full-lengh). Il a été montré que les dommages causés par les 
protéases des allergènes aux macrophages et cellules dendritiques leur permettaient 
également de sécréter l’IL-33 (Palmer and Gabay 2011). Cette cytokine se fixe sur son 
récepteur membranaire ST2 exprimé à la surface des mastocytes, des granulocytes, des 
cellules Th2 et des cellules lymphoïdes innées (ILC2) et engendre une réponse 
inflammatoire de type Th2 (production des cytokines IL-4, IL-5, IL-13) (Lefrançais and Cayrol 
2012).  En revanche si elle est reconnue par son récepteur ST2 soluble (sST2), elle sera 
inhibée (Hayakawa, Hayakawa et al. 2007). L’IL-33 peut être clivée par d’autres protéases 
comme la cathepsine G et l’élastase des neutrophiles ou par d’autres caspases, les 
caspases 3 et 7.  
 
 Lors de cette étude nous nous sommes intéressés au rôle de la caspase-1 et de 
l’inflammasome NLRP3 dans un modèle expérimentale d’inflammation pulmonaire induit par 
l’allergène d’acarien House Dust Mite (HDM). Nous avons montré l’existence d’une voie de 
signalisation alternative à celle déjà connue NLRP3/Caspase-1 conduisant à l’inflammation 
pulmonaire en absence de ces deux composés et observé les conséquences quand à la 
production et aux fonctions de l’IL-33. 
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 Sachant que l’IL-33 est une cytokine jouant un rôle dans l’exacerbation de la réponse 
Th2 à un allergène et que le clivage de cette cytokine par la caspase-1 l’inactive, nous avons 
cherché à déterminer si l’augmentation de l’inflammation observée chez les souris 
déficientes pour la caspase-1 était due à l’implication de l’IL-33. Nous avons observé une 
surexpression de l’IL-33 dans les poumons des souris après immunisation et provocation 
allergénique à la fois de la forme entière que des formes clivées. De plus, l’administration 
aux souris caspase-1-/- d’une protéine de fusion jouant un rôle de leurre tout comme le 
récepteur soluble de l’IL-33 (sST2) a pour conséquence une diminution de la réponse 
asthmatique à HDM, prouvant ainsi le rôle fondamental de l’IL-33 dans ce mécanisme. 
 
 Il a été démontré que la libération d’acide urique dans les voies respiratoires amplifiait 
la réponse Th2 induit par HDM dans un mécanisme NLRP3-indépendant (Kool, Willart et al. 
2011). De plus, il a été montré que l’acide urique induisait une réponse immunitaire de type 
Th2 en activant les cellules dendritiques de manière Syk-dépendant (spleen tyrosine kinase). 
Au cours de cette étude, nous avons proposé l’hypothèse que l’augmentation des 
caractéristiques de l’asthme chez les souris caspase-1-/- en réponse à HDM passerait par un 
mécanisme dépendant de la production d’acide urique et la voie de la protéine Syk. Ce 
mécanisme induirait de manière indirecte l’augmentation de la production de l’IL-33, qui ne 
peut pas être inactivée en absence de la caspase-1. L’IL-33 produite pourrait amplifier la 
réponse Th2 de manière concomitante avec ce mécanisme par une boucle de rétrocontrôle 
positif. 
 
 Les résultats présentés ci-dessous n’ont pas encore été publiés et sont en cours de 
révision au Journal of Molecular Cell Biology (JMCB). 
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ABSTRACT 
The cysteine protease caspase-1 (Casp-1) contributes to innate immunity through the 
assembly of NLRP3, NLRC4, AIM2 and NLRP6 inflammasomes. Here we asked 
whether caspase-1 activation plays a regulatory role in house dust mite (HDM) 
induced experimental allergic airway inflammation. We report enhanced airway 
inflammation in caspase-1 deﬁcient mice exposed to HDM with a marked eosinophil 
recruitment, increased expression of IL-4, IL-5 and IL-13, full-length and bioactive IL-
33. Furthermore, mice deficient for NLRP3 failed to control eosinophil influx in the 
airways and displayed augmented Th2 cytokine and chemokine levels suggesting 
that the NLPR3 inflammasome complex controls HDM induced inflammation.  IL-33 
neutralization by administration of soluble ST2 receptor inhibited the enhanced 
allergic inflammation, while administration of recombinant IL-33 during challenge 
phase enhanced allergic inflammation in caspase-1 deficient mice. Therefore, we 
show that Caspase-1, NLRP3 and ASC but not NLRC4 contribute to the upregulation 
of allergic lung inflammation. Mechanistically, absence of caspase-1 is associated 
with increased expression of IL-33, uric acid and spleen tyrosine kinase (Syk) 
production. This study highlights a critical role of caspase-1 activation and 
NLPR3/ASC inflammasome complex in the down-modulation of IL-33 in vivo and in 
vitro, thereby the regulation of Th2 response in HDM induced allergic lung 
inﬂammation. 
 
Key words: House dust mite, allergic asthma, caspase-1, inflammasomes, IL-33, 
spleen tyrosine kinase (Syk), uric acid. 
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INTRODUCTION  
Allergic asthma is a chronic lung inflammation characterized by infiltration of 
eosinophils, type 2 innate lymphoid cells (ILC2) and lymphocytes (Th2) in the 
airways, increased production of IL-25, TSLP and IL-33, mucus overproduction 
leading to airway obstruction, and high specific IgE production in response to 
environmental allergens (Finkelman and Urban 2001; Lambrecht and Hammad 
2012).  
House dust mites (HDM) are one of the most frequent and major sources of allergens 
in more than 85% of asthmatic patients (Gregory and Lloyd 2011). HDM contains 
both cysteine proteases (Der p1; papain like protease) and serine proteases (Der p3, 
Der p6 and Der p9) (Gregory and Lloyd 2011). Exposure to HDM allergens induces 
rapid production of IL-25, TSLP and IL-33 by damaged epithelial cells and promotes 
ILC2 expansion and Th2 response (Hammad, Chieppa et al. 2009; Kearley, 
Buckland et al. 2009; Neill, Wong et al. 2010). 
IL-33 was primarily discovered as a chromatin-associated nuclear factor and belongs 
to the IL-1 family of cytokines (Haraldsen, Balogh et al. 2009). IL-33 can be cleaved 
by caspase-1 for functional inactivation (Cayrol and Girard 2009; Zhao and Hu 2010). 
However, a tenfold higher bioactive IL-33 can be generated following pro–IL-33 
cleavage by other proteases such as neutrophil elastase and cathepsin G, 
suggesting that bioactive IL-33 may be released into the extracellular environment 
(Lefrancais and Cayrol 2012; Lefrancais, Roga et al. 2012). IL-33 is mainly 
expressed in non hematopoietic cells such as fibroblasts, epithelial cells and 
endothelial cells (Moussion, Ortega et al. 2008; Kurowska-Stolarska, Stolarski et al. 
2009; Luthi, Cullen et al. 2009). However, mucosal damage caused by allergens 
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elicits IL-33 production from macrophages, and inflammatory dendritic cells (DCs) 
(Prefontaine, Nadigel et al. 2010; Palmer and Gabay 2011). Further, IL-33 amplifies 
IL‑13 mediated polarization of alternatively activated macrophages with increased 
levels of CCL17 and CCL24, which contribute to airway inflammation (Kurowska-
Stolarska, Stolarski et al. 2009). 
Caspase-1 is an endogenous cysteine protease synthesized as inactive pro-caspase-
1 and activated by dimerization and autoproteolysis within multiprotein complexes 
including ASC and NLRP3 called inflammasomes. Activated caspase-1 is required 
for IL-1 and IL-18 release, cell death, and plays a key role in inflammation 
(Martinon, Mayor et al. 2009; Lukens, Gross et al. 2012). 
Here we addressed the role of caspase-1 and NLRP3 inflammasome in HDM 
induced allergic airway inflammation.  We report that caspase-1 deletion increases 
airway inflammation induced by HDM allergens as shown by a marked increase of 
eosinophil and inflammatory cell infiltration and Th2 responses, including IL-33 
release. Furthermore, allergic inflammation in mice deficient for ASC and NLRP3 was 
augmented, together with increased levels of IL-33.  Blockade of IL-33 signaling by 
soluble ST2 receptor inhibited the enhanced allergic inflammation seen in caspase-1 
deficient mice. These data show that caspase-1 activation regulates IL-33 in vivo in 
response to HDM allergen.  
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RESULTS  
Caspase-1 regulates eosinophil influx and lung inflammation in response to 
HDM allergen 
Inflammasome complex activation recruits and activates caspase-1. We and others 
previously showed that NLRP3 inflammasome plays a critical role in ovalbumin 
induced allergic airway inflammation either in presence or in absence of aluminium 
salt adjuvant (Eisenbarth, Colegio et al. 2008; Besnard, Guillou et al. 2011).  The 
allergen HDM causes asthma in many patients (Gregory and Lloyd 2011; Jacquet 
2013). To investigate the role of caspase-1 and other inflammasome components in 
allergic lung inflammation, caspase-1 deficient mice (Casp-1-/-) or wild type (WT) 
control C57BL/6 mice were immunized with HDM (25 µg by intranasal route at day 0 
and 7), followed by three intranasal challenges (5 µg HDM on day 14-16) (Figure 1A). 
Bronchoalveolar lavage fluid (BALF) was collected 24 h after the last challenge and 
differential cell count performed. Increased eosinophils in the BALF and lung as well 
as airway hyperresponsiveness (AHR) to methacholine were observed in Casp-1-/- 
mice as compared to WT mice, following HDM exposure (Figure 1B-D). 
IL-1α is released by damaged cells in vivo and functions as alarmin to alert cells of 
the innate immune system upon tissue injury and to promote Th2 immunity to HDM 
allergens (Chen, Kono et al. 2007; Willart, Deswarte et al. 2012). We observed a 
significant increase in IL-1 levels in the lung homogenates of Casp-1-/- mice 
compared to WT mice (Figure 1E), suggesting enhanced tissue damage upon 
exposure to HDM allergen.  
Further, the level of Th2 cytokines IL-4, IL-5, IL-13 and Th2 chemokines CCL11, 
CCL17, CCL22 and CCL24 which are known to attract eosinophils, T lymphocytes 
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and dendritic cells in lung were significantly augmented in Casp-1-/- mice as 
compared to WT (Figure 1 F - M). Histological analysis of Casp-1-/- animals showed 
an increased inflammatory cell infiltration with goblet cells hyperplasia, mucus 
overproduction as assessed by PAS staining and Muc5ac mRNA expression (Figure 
2A-D). 
Taken together, our data showed enhanced lung inflammation and pathology in 
absence of caspase-1. 
 
NLRP3 inflammasome, not NLRC4, is required for eosinophil recruitment 
following HDM allergen challenge 
Since caspase-1 is activated by different inflammasome platforms, including NLRP3, 
ASC and NLRC4, we asked whether HDM induced caspase-1-dependent regulation 
involved NLRP3.  
NLRP3 inflammasome was likely to be involved in the regulation of HDM induced 
allergic lung inflammation. Indeed NLRP3-/- mice exposed to HDM showed an 
augmented eosinophilia in BALF and lung (Figure 3A and B), together with increased 
levels of IL-1, IL-13, CCL5, CCL17 and CCL22 (Figure 3C-E and G-H) while the 
increase levels of CCL11 and CCL24 did not reach statistical significance (Figure 3F 
and I). Histological analysis revealed exacerbated cell infiltration and mucus 
hypersecretion (Figure 3J-L).  
We next hypothesized that among the NLRP3 dependent pathways, the ASC adaptor 
protein is essential to connect NLRP3 and caspase-1. ASC deficient mice (ASC-/-) 
sensitized and challenged with HDM showed increased eosinophilia in BALF and 
lung (Supplementary Figure S1A and B) together with increased levels of Th2 
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cytokines and chemokines including IL-1, IL-33 (Supplementary Figure S1C and E), 
CCL5, CCL11, CCL17 and CCL24 as compared with WT control mice receiving HDM 
(Supplementary Figure S1F-H and J), and a slight, not statistically significant 
increase of IL-13 and CCL22 levels (Supplementary Figure S1D and I). Histological 
analysis confirmed that absence of ASC exacerbated lung inflammation with 
increased lung pathology (Supplementary Figure S1, K-M). 
The NLRC4 inflammasome is important for caspase-1 activation to regulate host 
defense by controlling the release of IL-1β and IL-18 (Franchi, Kamada et al. 2012).  
To exclude a role of NLRC4 in allergic airway inflammation, we investigated the HDM 
lung response in NLRC4 deficient mice (NLRC4-/-) (Supplementary Figure S2A). 
Eosinophil recruitment in BALF and lung, expression of inflammatory cytokines and 
chemokines and allergic pulmonary inflammation was not different in NLRC4 
deficient and WT mice (Supplementary Figure S2A-E).   
Taken together, the data demonstrate that the NLRP3 inflammasome complex with 
ASC and caspase-1, but not NLRC4, contribute to the regulation of airway 
eosinophilia and Th2 cytokine and chemokine production in the allergic lung 
inflammation induced by HDM allergens. 
 
Enhanced Th2 response in Caspase-1 deficient mice depends on pulmonary IL-
33 expression upon HDM allergen exposure. 
IL-33, a  member of the IL-1 family is strong inducer or a Th2 driven airway 
inflammation and is a substrate for caspase-1 (Liew, Pitman et al. 2010). IL-33 is 
cleaved by caspase-1 after ASP178 residue to an inactive form, while other proteases 
including cathepsin G and neutrophil elastase to bioactive forms (IL-3395–270, IL-3399–
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270 and IL-33109-270), which have tenfold higher biological activity than the full length 
IL-33 (Cayrol and Girard 2009; Lefrancais, Roga et al. 2012). To determine whether 
enhanced pulmonary eosinophil recruitment observed in the airways of Casp-1-/- 
mice exposed to HDM may be linked to IL-33, we analyzed the expression of IL-33 in 
the lung of HDM treated WT and Casp-1-/- mice.  
We found a significant increase of IL-33 mRNA expression and IL-33 protein levels in 
the lungs of Casp-1-/- mice compared to WT mice (Figure 4A and B). Western blot 
analysis revealed increased full-length IL-33 (34 kDa) and highly bioactive IL-33 (21 
and 18 kDa), corresponding to Cathepsin G and neutrophil elastase cleavage 
products (Figure 4C).  
The processing of pro-caspase-1 into its p20 and p10 subunits is a hallmark of 
caspase-1 activation. Consistent with this, we found an increased caspase-1 p20 
subunit in the lung homogenates of WT mice, but not of Casp-1-/- mice in response to 
HDM exposure (Figure 4D), which may explain increased expression of full length IL-
33 in the absence of caspase-1.  
IL-1 is cleaved into its mature form by caspase-1. Total IL-1 levels in lung 
homogenate from Casp-1-/- mice was increased as compared to WT mice (Figure 
4E), which was mainly due to pro-IL-1 as determined by Western blot analysis 
(Figure 4F). 
Therefore, full length and processed IL-33 expression are augmented in the absence 
of caspase-1. These data suggests that endogenous caspase-1 restrains IL-33 
production and function, acting as a suppressor of the allergic response. 
Uric acid released in the airways upon HDM exposure has been identified as an 
essential initiator and amplifier of HDM allergen induced type 2 immunity through 
NLRP3-independent mechanisms (Kool, Willart et al. 2011; Kuroda, Ishii et al. 2011). 
 89 
 
Therefore we determined uric acid levels in BALF after HDM allergen induced 
inflammation and found increased levels of uric acid in the BALF of Casp-1-/- mice 
compared to WT mice treated with HDM allergen (Figure 4G) suggesting that uric 
acid indeed might amplify the inflammatory response.  
Moreover, uric acid induces Th2 cell immunity by triggering DC activation in a spleen 
tyrosine kinase (Syk)-dependent manner (Kool, Willart et al. 2011; Kuroda, Ishii et al. 
2011). Total Syk protein was indeed increased in the lung of Casp-1-/- mice 
suggesting caspase-1 dependent Syk kinase regulation as well as GM-CSF 
production  (Figure 4H-I). 
Therefore, the data suggest that in the absence of caspase-1, an alternative pathway 
associating cell injury, enhanced uric acid via Syk kinase activation is critical for the 
amplification of lung inflammation in response to HDM.  
 
IL-33 blockade with muST2-Fc fusion protein reduces the development of Th2 
immunity to HDM in caspase-1 deficient mice 
IL-33 is a specific ligand for ST2, the IL-33 receptor (Schmitz, Owyang et al. 2005), 
and drives Th2 responses (Townsend, Fallon et al. 2000; Oboki, Ohno et al. 2010). 
To examine whether the increased IL-33 production upon HDM exposure contributes 
to the exacerbation of airway inflammation in caspase-1 deficient mice, we 
administered a murine ST2-Fc fusion protein (muST2-Fc) to Casp-1-/- mice during the 
immunization phase only (Figure 5A). Soluble muST2 protein has previously been 
shown to abrogate IL-33 activity in vitro and in vivo (Palmer, Lipsky et al. 2008; 
Smithgall, Comeau et al. 2008). Murine ST2–Fc fusion protein treatment significantly 
reduced the exacerbated eosinophil recruitment in BAL and lung tissue seen in 
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Casp-1-/- mice (Figure 5B and C). Furthermore, muST2–Fc fusion protein significantly 
inhibited the production of IL-1, IL-1, IL-4, IL-5, IL-13, IL-33 and CCL11, CCL17, 
CCL20, CCL22 and CCL24 in lung and uric acid in BALF after HDM exposure (Figure 
5D-O).  Moreover, cell infiltration, mucus overproduction and Muc5ac mRNA 
expression in lung were significantly reduced by muST2–Fc fusion protein treatment 
in HDM exposed Casp-1-/- mice (Figure 5P-S).  
Overall, these data emphasize a critical role played by IL-33 in the exacerbation of 
lung eosinophilia in Casp-1-/- mice and IL-33 neutralization attenuates lung 
inflammation.  
 
IL-33 increased airway inflammation and induce uric acid in the absence of 
caspase-1. 
To investigate whether recombinant (rm) IL-33 alone can induce exacerbated airway 
inflammation and the production of uric acid in the absence of caspase-1, we treated 
WT and Casp-1-/- mice with IL-33 recombinant protein (three time by intranasal route) 
(Figure 6A). Increased eosinophils in the BALF were observed in Casp-1-/- mice as 
compared to WT mice, following rmIL-33 exposure (Figure 6B). Furthermore, uric 
acid was increased in lung of Casp-1-/- mice treated with IL-33 (Figure 6C). 
Therefore, IL-33 augment uric acid release which is NLPR3 and caspase-1 
independent amplifying the inflammatory response via Syk kinase downstream of IL-
33/ST2. 
Macrophages are critical producers of IL-33 in response to HDM stimulation. 
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Since the population of lung macrophages was augmented after HDM sensitization, 
we next investigated whether macrophages express IL-33 during HDM induced lung 
inflammation. We cultured in vitro bone marrow derived macrophages (BMDM) and 
primary fibroblasts from WT or Casp-1-/- mice, human monocytic (THP-1) or epithelial 
cell lines (BEAS-2B), and stimulated them with HDM (Figure 7). HDM increased IL-33 
protein in macrophages, and IL-33 levels were significantly higher in cell lysate from 
Casp-1-/- BMDM as compared to WT BMDM, while IL-1 levels were similar (Figure 
7A). We obtained similar results using alveolar macrophages from Casp-1, ASC and 
NLRP3-/- deficient mice (data not shown).  
Therefore HDM activates macrophages to produce IL-33 which is regulated by 
caspase-1 in vitro. Moreover, IL-33 protein was released in the supernatant of THP-1 
(Figure 7B) and BEAS-2B (Figure 7C) cell lines stimulated with HDM extracts.  
However, IL-33 was undetectable in the cell lysate or supernatants from fibroblasts 
stimulated with HDM (data not shown). To verify that fibroblasts can produce other 
cytokines in response HDM extracts stimulation, we measured TNF, IL-6 and KC 
(CXCL1) protein levels in fibroblast supernatants. Interestingly, TNF, IL-6 and KC 
levels were significantly increased in fibroblasts from Casp-1-/- mice compared to WT 
(Figure 7D), which suggest that upon HDM exposure other inflammatory mediators 
are regulated by caspase-1 and might contribute to the enhanced inflammatory 
response.  
Caspase-1 activation is accompanied by an efficient secretion of mature IL-1 and 
cell death (Broz, Newton et al. 2010). Caspase-1 deficient macrophages or dendritic 
cells stimulated with HDM extracts had drastically reduced IL-1 release while similar 
TNF levels were seen in WT cells (Supplementary Figure S3A-D). Importantly, 
 92 
 
HDM stimulation caused higher cell death than LPS stimulation in WT macrophages, 
while Casp1-/- macrophages showed less cell death after HDM stimulation 
(Supplementary Fig S4A), indicating that IL-1release by macrophages and cell 
death was dependent on caspase-1 in vitro. 
Thus, macrophages and epithelial cells, but not fibroblasts produced IL-33 in 
response to HDM which was enhanced in the absence of casp-1 and NLRP3, 
supporting a regulatory role of the inflammasome for IL-33 production.   
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DISCUSSION  
A regulatory role of caspase-1 on IL-33 release and regulation of HDM induced lung 
inflammation has so far not been reported, while several studies investigated the role 
of caspase-1 on cell death and IL-1 release in vitro and in vivo. 
Here, we have uncovered a novel critical regulatory role of caspase-1 on the Th2 
dependent allergic response to HDM allergen. HDM-induced Th2 responses result 
from the damaging effects of protease-containing allergens on airway epithelia. We 
demonstrate here that caspase-1 and NLRP3 activation attenuates HDM induced 
allergic lung inflammation with reduced eosinophil recruitment and IL-33 production. 
Up-regulation of HDM induced airway inflammation in caspase-1 deficient mice 
revealed increased Th2 cytokine production. The increased Th2 response correlated 
with higher IL-33 production which promotes airway inflammation with increased 
eosinophil influx in the lung, consistent with the notion that IL-33/ST2 signaling is 
critical for Th2 development (Townsend, Fallon et al. 2000).  
Neutralization of IL-33 by muST2-Fc fusion protein during the immunization phase of 
HDM induced lung inflammation diminished allergic airway inflammation and was 
associated with a reduced expression of IL-1, IL-1 IL-5and IL-33. Our data are 
consistent with earlier reports that ST2 deletion or blockade impairs type 2 responses 
in vivo in other models (Coyle, Lloyd et al. 1999; Townsend, Fallon et al. 2000). 
The molecular and cellular mechanisms that initiate IL-33 release in vivo remain a 
topic of considerable debate and controversy. In mouse and human tissues, IL-33 is 
constitutively expressed in endothelial cells and in some epithelial cells (Carriere, 
Roussel et al. 2007; Prefontaine, Lajoie-Kadoch et al. 2009; Pastorelli, Garg et al. 
2010; Prefontaine, Nadigel et al. 2010). Regulated expression of IL-33 has been 
reported in cultured mouse and human myeloid cells, such as 
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monocytes/macrophages or DCs (Ohno, Oboki et al. 2009; Nile, Barksby et al. 2010; 
Shimosato, Fujimoto et al. 2010).  
We detected a significant increase of intracellular IL-33 protein expression in murine 
macrophages and human myeloid THP1 cells upon HDM extract stimulation. Other 
cell types such as airway epithelial cells might be activated by HDM to release IL-33 
and we detected a modest IL-33 protein expression in BEAS-2B, a human epithelial 
cell line. Our data support the notion that IL-33 plays an important role in innate 
rather than acquired immunity. This finding is also in agreement with observations in 
IL-33-deficient mice (Oboki, Ohno et al. 2010). Consistent with our findings, 
expression of IL-33 has been demonstrated in the lungs of patients with severe 
asthma (Prefontaine, Nadigel et al. 2010), and IL-33 has also been identified as a 
susceptibility gene for human asthma in genome-wide association studies 
(Gudbjartsson, Bjornsdottir et al. 2009; Moffatt, Gut et al. 2010). 
A key finding from our studies is that caspase-1 restrains the expression of full length 
and bioactive, cleaved IL-33, which in turn attenuates inflammation, since the 
expression of full length and cleaved IL-33 are drastically increased in Casp-1 
deficient mice. This is an unexpected and novel finding which has not been reported 
hitherto. We confirmed absence of casp-1 mRNA and protein in Casp-1-/- mice. A 
contribution by caspase-11 cannot be excluded as the mice used in this study were 
recently shown to be also deficient for caspase-11, which is engaged by non-
canonical inflammasome activation (Kayagaki, Warming et al. 2011). Therefore the 
inactivation of Casp-11 (known also as Casp-4) could be involved in the unlashed 
inflammation seen in the double Casp-1/11 deficient mice exposed to the HDM 
allergens. The role of a non-canonical inflammasome, which might be controlled by 
caspase-11, needs to be further investigated. 
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Further, caspase-1, caspase-8 and calpain appeared not to be required for IL-33 
production by macrophages (Ohno, Oboki et al. 2009). Interestingly, other proteases 
such as neutrophil elastase and cathepsin G were recently shown to cleave IL-33 at 
different sites, resulting in bioactive IL-3395–270, IL-3399–270 and IL-33109-270 (Lefrancais, 
Roga et al. 2012). 
Exposure to HDM leads to the release of uric acid activating the NLRP3 
inflammasome, but our data and recent report suggest a NLRP3 independent 
activation with increased bioactive IL-33 (Kool et al., 2011). 
Furthermore IL-33 augments the release of uric acid, which activates Syk kinase in 
DC.  Most striking we found increased pulmonary Syk expression upon HDM 
exposure in caspase 1 deficient mice suggesting that caspase-1 modulates the 
development of allergic asthma via enhanced IL-33 production with increased uric 
acid production signaling through Syk kinase. 
We demonstrate here that the double absence of Casp-1 and 11 allows a massive 
inflammatory response with release of abundant IL-1 IL-1 and other inflammatory 
mediators which augment the HDM driven Th2 response, with increased production 
of full length, but also more bioactive, cleaved IL-33 forms. The NLRP3/ASC 
inflammasome complex is involved, as HDM-induced Th2 inflammation and IL-33 
activation are increased in NLRP3 deficient mice, similar to Casp-1-/- mice.  
Our previous findings using OVA induced allergic asthma model demonstrate that the 
NLRP3 inflammasome is an integral part of OVA induced allergic lung inflammation, 
absence of NLRP3 reducing OVA-induced response (Besnard, Guillou et al. 2011). It 
is important to note that there are major differences concerning the antigenicity 
between OVA and HDM allergens. While OVA does not cause allergy without prior 
immunization, HDM is allergenic by itself upon direct exposure. HDM is a mixture of 
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serine/cysteine proteases (Der p1, Der p9) and proteins without enzymatic activity 
(Der p2 and Der p7) which are highly allergenic (Gregory and Lloyd 2011). HDM 
antigens stimulate bronchial epithelial cells to produce TSLP, IL-25, IL-33 and GM-
CSF which are known to prime allergic inflammation (Hammad, Chieppa et al. 2009; 
Hammad, Plantinga et al. 2010). Here we show increased HDM-induced response 
absence of NLRP3. This apparent discrepancy can be explained by the fact that 
HDM, but not OVA, induces IL-33 expression in macrophages, bronchial epithelial 
and possible other cells.  
The amplifying role of IL-33 in the inflammatory response in the absence of 
NLRP3/ASC/Casp-1 is supported by the fact that IL-33 neutralization abrogates the 
exacerbated HDM induced allergic response seen in the absence of caspase-1/11. 
In conclusion, IL-33 regulates HDM-induced allergic airway inflammation via NLRP3 
inflammasome complex consisting of ASC and caspase-1 down regulating IL-33 
production and the Th2 response. Importantly, HDM activation of casp-1 deficient 
macrophages produced more IL-33 establishing a direct link between casp-1 
activation and IL-33 release. Alternative pathways associating cell injury, enhanced 
uric acid via Syk kinase activation may be critical for the amplification of lung 
inflammation in response to HDM. 
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METHODS 
Mice 
C57BL/6 wild-type mice, Casp-1-/- (Kuida, Lippke et al. 1995), and NLRP3-/- 
(generated directly on C57BL/6 background) (Martinon, Petrilli et al. 2006) mice were 
bred in our specific pathogen-free animal facility at CNRS, Orleans, France. 
Experiments were performed with gender-matched mice aged 8-10 weeks. All 
protocols were approved by the local ethics committee under the number (CLE CCO 
2013-1004) and complied with the French Government’s ethical and animal 
experiment regulations. 
 
HDM induced allergic airway inflammation induction 
To induce HDM-driven eosinophilic airway inflammation, isoflurane anesthetized 
mice were administered intranasally twice at days 0 and 7 with 25 µg HDM extracts 
(ALK –Abello, Danemark) without adjuvant and were challenged on days 14-16 with 
5 µg of HDM extracts. Control mice were challenged with saline alone. 24h after the 
last challenge, mice were sacrificed for bronchoalveolar lavage (BAL), EPO enzyme, 
urid acid, cytokines, chemokines, histology, qPCR and bronchial hyperreactivity. 
 
Determination of bronchial hyperresponsiveness 
For invasive measurement of dynamic resistance, mice were anesthetized with intra-
peritoneal injection of solution containing ketamine (100 mg/kg, Merial) and xylasine 
(10 mg/kg, Bayer), paralyzed using D-tubocuranine (0.125%, Sigma), and intubated 
with an 18-gauge catheter. Respiratory frequency was set at 140 breaths per min 
with a tidal volume of 0.2 ml and a positive end-expiratory pressure of 2 ml H2O. 
Increasing concentrations of aerosolized methacholine (9.375, 18.75, 37.5, 75 and 
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150 mg/ml) were administered. Resistance was recorded with a plethysmograph 
(Buxco, London, UK). Baseline resistance was restored before administering the 
subsequent doses of methacholine. 
 
Intranasal IL-33 administration 
Mice were administered intranasally three times with 1µg of IL-33 recombinant 
protein (gift of J.P Girard, Institute of Pharmacology and structural biology, Toulouse, 
France), control mice received saline alone. Twenty four hours after the last 
challenge, mice were sacrificed, bronchoalveolar lavage (BAL) collected and 
cytokine, chemokine and uric acid were analyzed. 
 
Administration of neutralizing murine ST2-Fc fusion protein. 
HDM-treated mice were injected intraperitonealy with 150 µg of murine ST2-Fc fusion 
protein (mu ST2-Fc, Amgen, Seattle, USA) 30 min before HDM challenge. Twenty 
four hours after the last challenge and mu ST2-Fc fusion protein treatment, mice 
were sacrificed and different parameters analyzed. 
 
Bronchoalveolar lavage (BAL)  
BAL was performed by washing the lungs four times with 0.5 ml of saline solution at 
room temperature. After centrifugation at 400 x g for 10 min at 4°C, the supernatant 
(cell-free BAL fluid) was stored at -20°C for cytokine analysis.  
 
Pulmonary eosinophil peroxidase (EPO) activity 
EPO activity was determined in order to estimate the recruitment of eosinophil counts 
in  lung parenchyma as described (Besnard, Guillou et al. 2011).  
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Lung histology 
Lungs were fixed in 4% buffered formaldehyde and 3 µm sections were stained with 
periodic acid Schiff reagent (PAS) and examined with a Leica DM2500 microscope 
(x40 or x100 magnification). Peribronchial infiltrates and mucus hypersecretion were 
assessed by a semi-quantitative score (0-5) by two observers independently as 
described before (Besnard, Sabat et al. 2011). 
Uric acid measurement 
Uric acid concentration was determined in lung samples using an Amplex red uric 
acid/uricase assay kit (Molecular Probes, Eugene, OR). Briefly, uricase catalyzes the 
conversion of uric acid to allantoin, hydrogen peroxide (H2O2), and carbon dioxide. In 
the presence of horseradish peroxidase, H2O2 reacts stoichiometrically with Amplex 
Red reagent to generate the red fluorescent oxidation product, resorufin, which is 
measured spectrophotometrically. 
 
Cytokines measurement  
IL-1, IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, mIL-33, hIL-33, GM-CSF, TNF, CCL5 (Rantes), 
CCL11 (Eotaxin), CCL17 (TARC), CCL20 (MIP-3alpha), CCL22 (MDC) and CCL24 
(Eotaxin-2) concentrations in cell culture supernatant from mediastinal lymph nodes 
or lung homogenate were determined by enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA, R&D,  Abingdon, UK)  or by Multiplex (BioRad) according to the 
manufacturer’s recommendations. 
Bone marrow derived macrophages  
Murine bone marrow cells were isolated from femurs of WT and Casp-1-/- mice and 
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differentiated into macrophages, 106cells/ml were cultured for 10 days in DMEM 
(Sigma) supplemented with 20% horse serum (Gibco) and 30% L929 cell-conditioned 
medium as a source of M-CSF. After 7 days, cells were washed and re-cultured in 
fresh medium for another 3 days. The cell preparation contained a homogenous 
population of macrophages. For the experiment, the cells were resuspended in 
medium containing 0.2% FCS and plated in 48-well microtiter plates (at 106 
cells/well), and stimulated upon adherence with HDM (10 µg/ml, Stallergenes). Cell 
supernatants or cell lysates were harvested after 6h or 24 h and analyzed directly for 
cytokine quantification or stored frozen at -80°C.  
 
BEAS-2B and THP1 cell line stimulation 
BEAS-2B and THP1 cell lines were cultured at 2.106 cells/ml in RPMI medium 
(Gibco) supplemented with 10% FCS (Perbio), 1% Penicillin- Streptomycin (Gibco) 
and Hepes (Gibco). For the experiment, the cells were resuspended in medium 
containing 0.2% FCS and plated in 48-well plates (at 2.106 cells/well), and stimulated 
upon adherence with HDM (10 µg/ml, Stallergenes). Cell supernatants or cell lysates 
were harvested after 6h and analyzed directly for cytokine quantification or stored 
frozen at -80°C. 
 
Lung fibroblasts 
Mice were sacrified by CO2 exposure and lungs were perfused with 10 ml of Isoton 
(Beckman Coulter). Lungs were excised and cut in small pieces and digested 45 min 
with DNase from bovine pancreas (0.5 mg/ml, Sigma) and collagenase type IV (1 
mg/ml, Gibco). Digested lungs were crushed and passed through 100 µm pore size 
filters (BD Bioscience, France). The cell suspension was washed and cultured in 
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DMEM medium (Sigma) supplemented with 10% FCS (Perbio), 1% Penicillin- 
Streptomycin (Gibco) and 1% L-Glutamine (Gibco) in a T25 flask until confluent. 
Passage of adherent cells four times allowed macrophages and monocytes 
contaminants removal. The resulting fibroblasts were digested 5 min with Trypsin-
EDTA (Gibco) and plated in 24 well plates (104 cells/well) until they reached 90 % 
confluence. 
 
Muc5ac and IL-33 mRNA expression 
Total RNA was isolated from homogenized mouse lung using Tri Reagent (Sigma) 
and quantified by NanoDrop (Nd-1000). Reverse transcription was performed 
with SuperScript III Kit according to manufacturers’ instructions (Invitrogen). 
cDNA was subjected to quantitative PCR using primers for Muc5ac (sense 
5’CAGCCGAGAGGAGGGTTTGATCT and anti-sense 
5’AGTCTCTCTCCGCTCCTCTCA; Sigma) or IL-33 (Qiagen QT00135170). 
Relative transcript expression of a gene is given as 2−ΔCt 
(ΔCt=Cttarget−Ctreference), relative changes compared with control are 2
−ΔΔC
t 
values (ΔΔCt=ΔCttreated−ΔCtcontrol) (John, Kohse et al. 2014). 
 
Immunoblotting 
Lung tissues were homogenated in Tris-HCl 0,05M pH8 with Polytron PT 2100 
(Kinematica AG). Protein concentration was determined using the Bradford method 
(Bio-Rad). Equal amounts of protein (30 µg/sample) were denaturated by boiling 
(95°C, 5min), separated by SDS/PAGE and transferred to nitrocellulose membranes 
(GE Healthcare). The membrane was blocked in Tris-buffer saline (TBS), tween 20, 
containing 10% lipid free dry milk. Antibodies used for detection were diluted in Tris-
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buffer saline, tween 20, containing 5% (TBST) lipid free dry milk and were from 
Sigma unless otherwise stated.  
The control -Actin was detected with primary mouse anti-Actin antibody followed 
by biotinylated secondary goat anti-mouse Ig and extravidine peroxidase. IL-33 was 
detected with primary goat anti-IL-33 biotinylated antibody (R&D Systems) followed 
by a secondary antibody HRP conjugated rabbit anti-goat Ig. Caspase-1 (p20) is 
detected with primary mouse anti caspase-1 (p20) monoclonal antibody (Adipogen) 
followed by biotinylated secondary goat anti-mouse and extravidine peroxidase. IL-1 
and Syk were detected with primary anti-mouse IL-1 and syk followed by a 
secondary antibody HRP conjugated rabbit anti-goat Ig and anti-rabbit HRP Ig (Cell 
signaling) respectively. Immuno-reactive bands were visualized by enhanced 
chemiluminescence kit (GE Healthcare). 
 
 
Statistical analysis 
To determine whether the data come from Gaussian distribution, column statistic 
using D’Agostino and Pearson test is performed before running the statistical 
analysis.  Statistical evaluation of differences between the experimental groups were 
determined by using parametric (one-way Anova followed by a Bonferroni post test) 
and non parametric (Kruskal Wallis followed by Dunns multiple comparison post test) 
test according to the results of column statistic. All tests were performed with 
Graphpad Prism, Version 4.03 for Windows (GraphPad Software Inc., San Diego 
California USA, www.graphpad.com). Data are expressed as mean ± SEM. 
Statistically significant differences were defined as *P<0.05, **P<0.01 and 
***P<0.001). 
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Figure 7
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Figure legends 
Figure 1. Caspase-1-deficient mice show increased airway inflammation in 
experimental HDM model. 
HDM sensitized WT and Casp-1-/- mice were challenged three times with HDM 
extract as indicated (A). The numbers of eosinophils, lymphocytes, macrophages and 
neutrophils were determined in bronchoalveolar lavage (BAL) 24h after the last HDM 
exposure (B). The eosinophil peroxydase activity (EPO; C) was measured in lung 
homogenates. Airway hyper-responsiveness to increasing doses of methacholine 
(Mch; 9.375-150 mg/ml) was measured 24 hours after the last HDM challenge on WT 
and Casp-1-/- mice by recording changes in lung resistance (D). The concentrations 
of IL-1, IL-4, IL-5, IL-13 (E-H), CCL11, CCL17, CCL20, CCL22 and CCL24 (I-M) 
were measured in lung homogenates by ELISA and Multiplex assay. Results are 
expressed as mean ± SEM of 8 mice per group and are from one experiment 
representative of two similar independent experiments. *P≤0.05; **P≤0.01; 
***P≤0.001; ns, not significant. 
 
Figure 2. Exacerbated lung inflammation and mucus hypersecretion in caspase-1-
deficient mice exposed to HDM.                         
Formalin-fixed lung sections were stained with periodic acid Schiff reagent (PAS) to 
visualize mucus (A). Representative sections from saline control and HDM treated 
WT and Casp-1-/- mice are shown. Magnifications are x 40 and x100 as indicated. A 
semi-quantitative histological assessment of inflammatory cell infiltration (B) and 
mucus hypersecretion (C) was performed by two independent observers. A scale 
from 0 to 5 is given on the axis. Muc5ac mRNA expression was measured by 
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quantitative-PCR (D).These experiments were performed twice (n = 8 mice per 
group). Results are expressed as mean ± SEM of 8 mice per group and are from one 
experiment representative of two similar independent experiments. *P≤0.05; **P≤0.01 
 
Figure 3. Increased allergic airway inflammation in NLRP3-/- deficient mice exposed 
to HDM. 
HDM sensitized WT and NLRP3-/- mice were challenged three times with HDM 
extracts as shown in Figure 1A. 24 hours after the third challenge, eosinophil, 
lymphocyte, neutrophil and macrophage counts were determined in BAL fluid (A). 
EPO activity was evaluated (B) and IL-1, IL-13 (C-D), CCL5, CCL11, CCL17, 
CCL22 and CCL24 (E-I) were measured in lung homogenates by ELISA. Histological 
sections of lungs from WT and NLRP3-/- mice were stained for PAS (J). 
Magnifications are x 40 and x100 as indicated. A semi-quantitative histological score 
of cell infiltration (K) and mucus hyper secretion (L) was performed by two 
independent observers. A scale from 0 to 5 is given on the axis. Data are presented 
as mean ± SEM and are representative of three independent experiments (n=8 mice 
per group). *P≤0.05; **P≤0.01; ***P≤0.001. 
 
Figure 4. Increased pulmonary IL-33 levels upon HDM exposure in caspase-1 
deficient mice. 
IL-33 mRNA expression was measured by Q-PCR (A). The total concentration and 
molecular length of IL-33 (B and C), IL-1(E, F) and caspase-1 p20 subunit (D),  
were determined in lung supernatant 24h after the last HDM exposure by ELISA (B 
and E) or Western blot analysis (C, F). Full-length IL-33 (34 kDa) and mature form 
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(18 kDa) of IL-33 are differentiated by Western blot analysis in lung supernatant of 
HDM treated WT and Casp-1-/- mice or saline control mice (C). Caspase-1 p20 
subunit is determined in lung supernatant of WT and Casp-1-/- mice treated or saline 
control (D). Pro-IL-1 (35 kDa) and mature form (15 kDa) are differentiated by 
Western blot analysis in lung supernatant of HDM treated WT and Casp-1-/- mice or 
saline control mice (F). Uric acid was measured in BALF (G), total Syk protein was 
determined by western blot in lung supernatant of WT and Casp-1-/- mice treated or 
saline control (H) and GM-CSF cytokine production was measured by ELISA in lung 
of mice (I).  actin is quantified in all Western blot experiments to determine the 
quantity of sample per well. Results are expressed as mean ± SEM of 8 mice per 
group and are from one experiment representative of two similar independent 
experiments.*P≤0.05; **P≤0.01; ***P≤0.001. 
 
Figure 5. Blockade of IL-33 with murine ST2-Fc fusion protein during sensitization 
phase reduces airways eosinophilia and inflammation in caspase-1 deficient mice. 
WT or Casp-1-/- mice were sensitized with HDM (25 µg on day 0 and 7) with or 
without ST2-Fc fusion protein (150 µg by i.p. injection), and were challenged 3 times 
with HDM instillation (5 µg on days 14, 15 and 16) (A). 24h after the third challenge, 
eosinophil numbers and EPO activity were determined in the BAL fluid (B) and in the 
lung (C). IL-1, IL-1 IL-4, IL-5, IL-13, IL-33 (D-I), CCL11, CCL17, CCL20, CCL22 
and CCL24 (J-N) were measured by ELISA in the lung homogenates. Uric acid 
production was measured in BALF (O). Histological sections of lungs from WT and 
Casp-1-/- mice were stained for PAS (P). Magnifications are x40 as indicated. A semi-
quantitative histological score of cell infiltration (Q) and mucus hyper secretion (R) 
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was performed by two independent observers. A scale from 0 to 5 is given on the 
axis. Muc5ac mRNA expression was measured by Q-PCR (S). Results are 
expressed as mean ± SEM of 8 mice per group and are from one experiment 
representative of two similar independent experiments. *P≤0.05; **P≤0.01; 
***P≤0.001. 
Figure 6. Intranasal administration of recombinant IL-33 Increased airway 
inflammation in Casp-1-/- mice. 
WT or Casp-1-/- mice were treated with three intranasal instillations of 1µg of IL-33 
(A). 24h after the last treatment eosinophil, macrophage, neutrophil and lymphocyte 
recruitment were determined in BALF (B). Uric acid concentration was determined in 
lung homogenate (C). Results are expressed as mean ± SEM of 8 mice per group 
and are from one experiment representative of two similar independent experiments. 
*P≤0.05; ***P≤0.001. ns, not significant. 
 
Figure 7. Increased IL-33 production in caspase-1 deficient macrophages in vitro 
Macrophages from wild type and Casp-1-/- mice were stimulated for 6 h with HDM (10 
µg/ml) and the cell lysate was analyzed for IL-33 and IL-1by ELISA (A). THP-1 and 
BEAS-2B cell lines were stimulated for 6 h with HDM (10 µg/ml) and hIL-33 level in 
cell lysate was determined by ELISA (B and C).  
Fibroblasts from wild type and Casp-1-/- mice were stimulated for 24 h with HDM (10 
µg/ml) and TNF-, IL-6 and KC (CXCL1) levels in the supernatant were quantified by 
ELISA (D). Data are means ± SEM from n = 4 are from one experiment 
representative of two similar independent experiments. *P≤0.05; **P≤0.01; 
***P≤0.001; unpaired t-test. 
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Caspase-1 activation by NLRP3 inflammasome dampens IL-33 dependent 
house dust mite induced allergic lung inflammation 
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F.J. Quesniaux1 , Bernhard Ryffel1,* and Dieudonnée Togbe1,2,* .  
  
 
 
 
 
 
 
SUPPLEMENTAL MATERIAL 
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SUPPLEMENTAL METHODS 
Mice 
C57BL/6 wild-type mice, ASC-/- (backcross 12) and NLRC4-/- (backcross 10) 
(Mariathasan, Newton et al. 2004) mice were bred in our specific pathogen-free 
animal facility at CNRS, Orleans, France. Mice were maintained in a temperature-
controlled (23°C) facility with a strict 12 h light/dark cycle and were given free access 
to food and water. Experiments were performed with gender-matched mice aged 8-
10 weeks. All protocols were approved by the local institutional animal research 
ethical committee under the number (CLE CCO 2013-1004) and complied with the 
French Government’s ethical and animal experiment regulations. 
Reagents 
O-phenylenediamine, 3-amino-1,2,4-triazole, horseradish peroxidase, BSA grade V, 
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA),  ionomycin  and Lipopolysaccharides (LPS 
(from Escherichia coli, serotype 0055B5) were obtained from Sigma Chemical 
Company (St. Louis, MO). Recombinant Der p2 was purchased from Indoor 
Biotechnologies, UK. Propidium iodide and Annexin V staining kit was purchased 
from BD Pharmingen.  
Lung mononuclear cells isolation and stimulation 
Lung mononuclear cells were isolated from mice 24 h after the last challenge as 
described previously (Besnard, Guillou et al. 2011). Isolated lung mononuclear single 
cells were plated in round-bottom 96-well plates (2.106 cells/well) and restimulated 4 
h in vitro with phorbol 12-myristate 13-acetate (50 ng/ml) and ionomycin (750 ng/ml). 
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SUPPLEMENTAL FIGURE LEGENDS 
Figure S1. Increased allergic airway inflammation in ASC-/- deficient mice exposed to 
HDM. 
HDM sensitized WT and ASC-/- mice were challenged three times with HDM extracts 
as indicated Figure 1A. 24 hours after the third challenge, eosinophils, lymphocytes, 
neutrophils and macrophages were determined in BAL fluid (A). Eosinophil 
Peroxydase activity (EPO) is evaluated (B) and IL-1, IL-13, IL-33, CCL5, CCL11, 
CCL17, CCL22 and CCL24 (C-J) in lung homogenates were measured by ELISA.  
Histological sections of lungs from WT and ASC-/- mice were stained for PAS (K). 
Magnifications are x 40 and x100 as indicated. A semi-quantitative histological score 
of inflammatory cell infiltration (L) and mucus hyper secretion (M) was performed by 
two independent observers. A scale from 0 to 5 is given on the axis. Results are 
expressed as mean ± SEM of 8 mice per group and are from one experiment 
representative of two similar independent experiments.  *P≤0.05; **P≤0.01; ns, not 
significant. 
 
Figure S2. Increased allergic airway inflammation is NLRC4 independent. 
HDM sensitized WT and NLRC4-/- mice were challenged three times with HDM 
extract as indicated Figure 1A. 24 hours after the third challenge, eosinophils, 
lymphocytes, neutrophils and macrophages count were determined in BAL fluid (A). 
EPO activity was evaluated (B) and IL-1, IL-33, CCL11, CCL17, CCL22 and CCL24 
(C) in lung homogenates were measured by ELISA. Histological sections of lungs 
from WT and NLRC4-/- mice were stained for PAS (D). Data are presented as mean ± 
SEM and are representative of three independent experiments (n=8 mice per group). 
*P≤0.05; ***P≤0.001; ns, not significant. 
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Figure S3: HDM activates macrophages and dendritic cells to release IL-1 and TNF 
in vitro. 
Bone marrow derived macrophages (A,B) and dendritic cells (C,D) from WT or Casp-
1-deficient mice were cultured 6 hours with medium or HDM extracts (10 µg/ml) or 
recombinant Der p2 (1 µg/ml). Supernatants were analyzed for IL-1 (A, C) and 
TNF (B, D) by ELISA. Data are presented as mean ± SEM and are representative 
of three independent experiments (n=8 mice per group). *** P≤ 0.001. Statistical 
evaluation of differences between the experimental groups was determined by using 
non parametric Mann Whitney U test.  
 
Figure S4: Reduced cell death in Casp1-/- macrophages upon HDM stimulation. 
Bone marrow derived macrophages from WT or Caspase-1-deficient mice were 
stimulated with HDM or LPS. Cell death was analyzed by propidium iodide staining 
and expression of Annexin V (A). Dot plots from one experiment representative of 
two similar independent experiments is shown.  
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2ème partie (Article 2): La protéine kinase C thêta contrôle la réponse Th2 à 
l’allergène d’acarien House Dust Mite (HDM) en inhibant la signalisation NFAT-
1 et IRF4. 
 
PKC theta controls Th2 responses to house dust mite allergen by inhibiting NFAT1 
and IFR4 signaling 
 
Fahima Madouri1, , Louis Fauconnier2, , Pauline Chenuet1, , Margaux Gallerand2, ,  Tiffany 
Marchiol2, , Nathalie Rouxel2, , Aurélie Ledru2, , François Erard1, , Fabrice Trovero2, , Valérie 
F.J. Quesniaux1, , Bernhard Ryffel1,* & Dieudonnée Togbe2*. 
 
Résumé 
 
 L’interaction du CMH II (complexe majeur d’histocompatibilité de classe II) des 
cellules dendritiques présentatrices d’antigène et du TCR (T Cell Receptor) des lymphocytes 
T naïfs, ainsi que la costimulation à travers des molécules comme CD28, permettent la 
formation d’une synapse immunologique. La protéine kinase C thêta (PKC-θ) est un isoforme 
de la famille des protéines kinase C dont l’activation est indépendante du calcium. Il s’agit 
d’une sérine/thréonine kinase recrutée au niveau de cette synapse immunologique. Cet 
évènement conduit au recrutement de Carma-1, une protéine MAGUK (membrane-
associated guanylate kinase) capable de former un complexe avec deux autres protéines 
(Bcl10 et Malt-1). Ce complexe étant nécessaire pour l’activation de NF-B et donc 
l’activation et la prolifération des cellules T dans plusieurs pathologies inflammatoires dont 
l’asthme allergique (Zanin-Zhorov, Ding et al. 2010).  
 
 Des données de la littérature suggèrent le rôle critique de PKC-θ dans 
développement de la réponse Th2 in vivo chez la souris (Marsland, Soos et al. 2004). 
Cependant, aucune donnée de la littérature ne relie cette protéine à la réponse innée. C’est 
pourquoi, nous nous sommes intéressés au recrutement des cellules lymphoïdes innées 
(ILC2) dans les poumons de souris déficientes pour PKC-θ après immunisation et 
provocation avec l’allergène d’acarien HDM. En effet, les ILC2 sont des cellules 
nouvellement découvertes impliquées dans la réponse immunitaire innée et dans le 
développement de la réponse Th2. Nous avons découvert une diminution du recrutement 
des ILC2 en absence de PKCθ.  
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 D’autres part, nous avons cherché par quel mécanisme PKCθ médiait la réponse Th2 
et avons démontré l’inhibition des facteurs de transcription IRF4 (Interferon Regulatory 
Factor 4) et NFAT-1 (Nuclear Factor of Activated T cell) dans les poumons des souris 
déficientes pour PKC-θ traitées avec l’allergène d’acarien HDM. 
 Comme nos résultats suggèrent que la protéine kinase C thêta pourrait constituer une 
cible thérapeutique potentielle, nous avons administré pour la première fois à des souris 
sauvages un inhibiteur spécifique de cette protéine, le composé 20 (compound 20 ou C20). 
En effet, cet inhibiteur a été utilisé dans la littérature pour des expériences in vitro sur des 
Treg (lymphocyte T régulateur) et des Teff (Lymphocyte T effecteur) (Zanin-Zhorov, Ding et 
al. 2010). L’inhibition spécifique de PKC-θ augmente les fonctions suppressives des Treg in 
vitro. Ainsi, le fait d’inhiber PKC-θ permettrait de diminuer la réponse Th2 et d’augmenter 
l’effet protecteur des lymphocytes T régulateurs. 
 Au total, nos résultats montrent que PKC-θ est une protéine jouant un rôle critique 
dans l’activation des ILC2, la présentation d’antigène par les cellules dendritiques et la 
différenciation Th2 dépendent des facteurs de transcription IRF4 et de NFAT-1. Ainsi, PKC-θ 
pourrait être une cible thérapeutique potentielle dans le traitement de l’asthme allergique 
induit par HDM. 
 
 Les résultats présentés ci-dessous n’ont pas encore été publiés et sont en cours de 
soumission. 
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ABSTRACT: 151 words  
Protein Kinase C theta (PKC-θ), a serine/threonine kinase is involved in T cell 
activation and proliferation. The mechanism by which PKC-θ drives innate immune 
cells to instruct Th2 responses remain largely unknown in allergic lung inflammation 
using the most common indoor allergen house dust mite (HDM). We hypothesized 
PKC-θ is necessary for innate lymphoid cell 2 (ILC2) activation. Here we report that 
mice lacking PKC-θ had reduced ILC2 and Th2 cell recruitment and activation and 
cardinal features of allergic lung inflammation including airway hyperesponsiveness. 
PKC-θ triggering caused T cell activation and expression of the transcription factors 
IRF4 and NFAT1. Importantly, the pharmacological PKC-θ inhibitor (compound 20) 
given during the challenge phase with HDM or birch pollen allergens significantly 
reduced allergic asthma including IRF4 and NFAT1 expression.  
Therefore, our findings identify PKC-θ signaling as critical for ILC2 activation, antigen 
presentation by DCs and Th2 cell differentiation that is IRF4 and NFAT1 dependent.  
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INTRODUCTION  
Allergic asthma is an inflammatory pulmonary disease associated with aberrant 
innate and adaptive immune responses to allergens. The key clinical features of the 
disease are underpinned by mucus hypersecretion, inflammatory infiltrates and 
airway lesions. Asthma is typically characterized by CD4+-Th2 responses and their 
related secreted cytokines, namely, IL-4, IL-5 and IL-13 (Paul and Zhu 2010). Asthma 
is induced by several allergens such as innocuous antigen ovalbumin (OVA) and 
protease antigens including birch pollen (BP), animal dander, papaïn or house dust 
mite (HDM).  
HDM contains several antigens with protease activity and plays an important role in 
initiating as well as sustaining inflammation and is required for the induction of Th2 
and IgE responses (Chambers, Brown et al. 1998; Gough, Schulz et al. 1999; 
Kheradmand, Kiss et al. 2002). HDM causes epithelial barrier dysfunction with 
disruption of tight junctions, the production of pro-inflammatory cytokines and 
modulates function of various cell types including Th2 response (Gough, Schulz et al. 
1999; Wan, Winton et al. 1999; Chapman, Wunschmann et al. 2007; Thomas, Hales 
et al. 2010; Gregory and Lloyd 2011; Takai and Ikeda 2011; Jacquet 2013).  
The interactions between naive T lymphocytes and antigen presenting cells (APC) 
via the presentation of antigen from the major histocompatibility complex (MHCII) to 
the T cell receptor (TCR) and costimulation through molecules such as CD28 
(Marsland, Soos et al. 2004) allow the formation of a immunological synapse which 
comprises Protein Kinase C Theta (PKC-θ) (Zanin-Zhorov, Dustin et al. 2011). The 
recruitment of PKC-θ into the immunological synapse is required for full effector T 
lymphocyte activation (Zanin-Zhorov, Ding et al. 2010). PKC-θ regulates T cell 
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activation in several inflammatory disease models such as allergic asthma, multiple 
sclerosis, arthritis and inflammatory bowel disease (IBD) (Marsland, Soos et al. 2004; 
Salek-Ardakani, So et al. 2004). PKC-θ is critical for the activation of several 
transcription factors such as NFB, Nuclear factor of activated T-cells (NFAT), C-Jun, 
C-Fos and AP-1 (Thome 2004) and promotes the development of Treg cells by 
enhancing Foxp3 expression via activation of the calcineurin/NFAT pathway (Gupta, 
Manicassamy et al. 2008). 
More recently innate lymphoid cells 2 (ILC2) have been identified as critical source 
for the production of an early Th2 type cytokine response (Halim TY et al, McKenzie 
A 2012). Very little is known whether ILC2, NFAT and IRF4 activation is PKC-θ 
dependent. 
Here we uncovered the cellular and molecular mechanism by which PKC-θ drives 
allergic airway inflammation induced by HDM affecting antigen presentation, ILC2 
and Th2 cell activation. We show that PKC-θ deletion decreases first the emergence 
of ILC2 followed by reduced Th2 cell response through the inhibition of the NFAT1 
and IRF4 activation. Pharmacological inhibition of PKC-θ by a specific PKC-θ 
inhibitor (C20) markedly reduced cardinal features of allergic lung inflammation 
induced by HDM or birch pollen Bet v1 (BP). 
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METHODS  
Animals  
PKC--deficient mice on C57BL/6 background (7–8 weeks old) were generated by 
Littman D. laboratory(Sun, Arendt et al. 2000) and obtained from Manfred 
Kopf (Molecular Biomedicine, ETH Zürich, Switzerland) were bred in our animal 
facility at the Transgenose Institute (CNRS, Orleans). Mice were on C57BL/6J 
genetic background (back-crossed at least 15 times) and wild-type C57BL/6J (WT) 
mice were used as control. Mice were maintained under specific pathogen-free 
conditions in our specific animal facility at CNRS, Orléans, France. Mice were 
maintained in a temperature-controlled (23°C) facility with a strict 12 h light/dark cycle 
with food and water provided ad libitum. Experiments were performed with gender-
matched mice aged 8-10 weeks. All protocols were approved by the CNRS 
institutional animal research ethical committee and complied with the French 
Government’s ethical and animal experiment regulations. 
 
HDM induced allergic airway inflammation induction 
To induce HDM-driven eosinophilic airway inflammation, isoflurane anesthetized 
mice were administered intranasally twice at days 0 and 7 with 25 µg HDM extracts 
(ALK –Abello, Danemark) without adjuvant, control mice were challenged with saline 
alone and were challenged on days 14-16 with 5 µg of HDM extracts.  
Twenty four hours after the last challenge, mice were sacrificed; bronchoalveolar 
lavage (BAL) and lung were collected for EPO enzyme, cytokines, chemokines, 
histology, qPCR and airway hyperreactivity and Western blot analysis.  
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Inhibition of PKCθ in vivo with Compound 20 (C20) 
To inhibit PKC-θ in vivo, mice received during challenge from day 14-16 by oral 
route, 10 mg/kg of PKC-θ selective inhibitor Compound 20, (C20/ BIX02656, 
Boehringer Ingelheim) as described previously(Zanin-Zhorov, Ding et al. 2010).  
 
Bronchoalveolar lavage (BAL)  
BAL was performed by washing the lungs four times with 0.5 ml of saline solution at 
room temperature. After centrifugation at 400 x g for 10 min at 4°C, the supernatant 
(cell-free BAL fluid) was stored at -20°C for cytokine analysis. FACS on BAL and lung 
mononuclear cells was performed. 
 
Pulmonary eosinophil peroxidase (EPO) activity 
EPO activity was determined in order to estimate the recruitment of eosinophils to the 
lung parenchyma as described(Besnard, Togbe et al. 2011).  
 
Determination of bronchial hyperresponsiveness (AHR) 
For invasive measurement of dynamic resistance, mice were anesthetized with intra-
peritoneal injection of solution containing ketamine (100 mg/kg, Merial) and xylasine 
(10 mg/kg, Bayer), paralyzed using D-tubocuranine (0.125%, Sigma), and intubated 
with an 18-gauge catheter. Respiratory frequency was set at 140 breaths per min 
with a tidal volume of 0.2 ml and a positive end-expiratory pressure of 2 ml H2O. 
Increasing concentrations of aerosolized methacholine (9.375, 18.75, 37.5, 75 and 
150 mg/ml) were administered. Resistance was recorded using an invasive 
plethysmograph (Buxco, London, UK). Baseline resistance was restored before 
administering the subsequent doses of methacholine. 
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Lung mononuclear cells isolation 
Lung mononuclear cells were isolated from WT and PKC--/- mice 24h after the last 
challenge as described previously(Hachem, Lisbonne et al. 2005). Briefly the aorta 
and the inferior vena cava were sectioned and the lungs were perfused with saline. 
The lobes of the lungs were sliced into small cubes and then incubated for 45 min in 
2 ml RPMI 1640 solution containing DNase I (1 mg/ml) and collagenase IV (2 mg/ml) 
(Sigma-Aldrich). Lung mononuclear cells were separated by centrifugation on 
discontinuous Percoll (Amersham Biosciences) gradients (35%/70%). Isolated lung 
mononuclear single cells were plated in round bottom 96-well plates (2x106/ml) and 
restimulated 4h in vitro with phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (50 ng/ml) and 
ionomycin (750 ng/ml; both from Sigma-Aldrich) in complete medium (IMDM 
supplemented with 5% (vol/vol) FCS, L-glutamine (2 M), penicillin (100 U/ml), 
Streptomycine (100 g/ml) and -Mercaptoethanol (50 nM) all from Invitrogen). 
 
Flow cytometry analysis on BAL and lung mononuclear cells  
Single cell suspensions were prepared from BAL, after blockade of Fc receptors with 
CD16/32 blocking antibody, cells were stained with antibodies in FACS buffer (D-
PBS, containing 3% heat-inactivated FCS and 0.005% NaN3) for 30 minutes with 
APC-conjugated anti-I-Ad/I-Ed (macrophages/DCs), PE-conjugated anti-SiglecF 
(clone E50-2440) (eosinophils), FITC-conjugated anti-CD3 (clone 145-2C11) and 
anti-CD45R/B220 (clone RA5-6B2) (lymphocytes), efluor450-conjugated anti F4/80 
(clone BM8) and biotin-conjugated anti-CD11c (clone HL3) (macrophages/DCs). 
Differential cell counts were analyzed by flow cytometry, and cytospins as previously 
described(van Rijt, Kuipers et al. 2004).  
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Lung mononuclear cells were stained with PerCP-conjugated CD45 (clone 30F11), 
FITC -conjugated CD3 (clone 145-2C11), v450-conjugated CD4 (clone RM4-5), 
APC-Cy7 -conjugated CD8 (clone 53-6.7), PECy7 labeled CD69 (clone H1.2F2), 
biotin-conjugated Lin (monoclonal antibodies against: CD5, CD11b, CD45R, anti-7-4, 
anti-Gr-1 (Ly6G/C), and anti-Terr-119,  Miltenyi Biotec), PE-conjugated Sca1 (clone 
D7, eBioscience), FITC-conjugated IL-33R (clone D8) and c-kit (CD117, clone 2B8, 
eBioscience). After washing, cells were permeabilized for 20 min with 
cytofix/cytoperm kit (BD Biosciences, France) and stained with PE-conjugated IL-4 
(clone 11B11), APC-conjugated IL-5 (clone TRFK5), APC-conjugated IL-13 (clone 
ebio13A, eBioscience) or APC-conjugated FoxP3 (clone FJK-16s, eBioscience). All 
antibodies used in this were from BD Biosciences, unless otherwise specified. Data 
were acquired using FACS Canto II flow cytometer and analyzed using Diva and 
FlowJo software.  
 
Antigen uptake and processing assays.  
BMDCs (106 cells) were incubated for 2 h at 4 °C or 37 °C with 50 µg of ovalbumin 
coupled to fluorescein isothiocyanate alone or OVA-DQ (Molecular probes, 
Invitrogen). After incubation, cells were collected, thoroughly washed and analyzed 
by flow cytometry (Canto II, BD Bioscience). 
 
Proliferation assay.  
A single-cell suspension was isolated from lymph nodes, CD4+ T cells were purified 
by magnetic separation (Dynal, Invitrogen) according to the manufacturer's 
instructions, and proliferation was determined as described(Besnard, Togbe et al. 
2011).  
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Briefly puriﬁed CD4+ T cells (105 cells) from WT and PKC--/- mice were co-cultured 
with 104 WT dendritic cells preloaded with HDM (10 μg/ ml, 2h). T cell proliferation 
was assessed by CFSE staining (0.5 μM; Molecular probes, Invitrogen). 
 
Lung histology 
Lungs were fixed in 4% buffered formaldehyde and 3 µm sections were stained with 
periodic acid Schiff reagent (PAS) and examined with a Leica DM2500 microscope 
(x40 magnification). Peribronchial infiltrates and mucus hypersecretion were 
assessed by a semi-quantitative score (0-5) by two observers independently as 
described before(Besnard, Togbe et al. 2011). 
 
Cytokines measurement by ELISA 
IL-1, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-12p40, IL-13, IL-33, IFN, GM-CSF, CCL11 
(Eotaxin), CCL17 (TARC), CCL20, CCL22 (MDC) and CCL24 (Eotaxin2) 
concentrations in cell culture supernatant from mediastinal lymph nodes or lung 
homogenate were determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), 
using commercial kits from R&D (Abingdon, UK) according to the manufacturer’s 
recommendations or by multiplex (MagPix, Biorad).  
 
Immunoblotting 
Lung tissues were homogenated in Tris-HCl 0,05M pH8 with Polytron PT 2100 
(Kinematica AG). Protein concentration was determined using the Bradford method 
(Bio-Rad). Equal amounts of protein (30 µg/sample) were denaturated by boiling 
(95°C, 5min), separated by SDS/PAGE and transferred to nitrocellulose membranes 
 152 
 
(GE Healthcare). The membrane was blocked in Tris-buffer saline (TBS), tween 20, 
containing 5% lipid free dry milk. Antibodies used for detection were diluted in Tris-
buffer saline, tween 20, containing 5% (TBST) lipid free dry milk and were from 
Sigma unless otherwise stated.  
The control -actin was detected with primary mouse anti -actin antibody followed 
by biotinylated secondary antibody HRP conjugated goat anti-mouse Ig. NFAT1 
(NFATc2) were detected with primary polyclonal anti-mouse NFAT1 (Cell Signaling) 
followed by a secondary antibody HRP conjugated goat anti-rabbit Ig (Cell Signaling). 
Immuno-reactive bands were visualized by enhanced chemiluminescence kit (GE 
Healthcare). 
 
Muc5ac and IRF4 mRNA expression 
Total RNA was isolated from homogenized mouse lung using Tri Reagent (Sigma) 
and quantified by NanoDrop (Nd-1000). Reverse transcription was performed with 
SuperScript III Kit according to manufacturers’ instructions (Invitrogen). cDNA was 
subjected to quantitative PCR using primers for Muc5ac (sense 
5’CAGCCGAGAGGAGGGTTTGATCT and anti-sense 
5’AGTCTCTCTCCGCTCCTCTCA; Sigma) and IRF4 (Qiagen). Relative transcript 
expression of a gene is given as 2−ΔCt (ΔCt=Cttarget−Ctreference), relative changes 
compared with control are 2−ΔΔCt values (ΔΔCt=ΔCttreated−ΔCtcontrol) (John, Kohse et al. 
2014). 
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Statistical analysis 
A Mann-Whitney U analysis and non parametric Kruskal-Wallis followed with Dunns 
post test was performed tests were used to determine significant differences between 
groups using GraphPad Prism version 5.00, software. Data are expressed as mean ± 
SEM. Statistically significant differences were defined as *P<0.05, **P<0.01 and 
***P<0.001). 
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RESULTS 
Reduced innate lymphoid cell recruitment in PKC--/- mice  
Upon allergen activation innate lymphoid cells (ILC2) expressing Th2 cytokines are 
the first cells to be activated in the lung (Walker, Barlow et al. 2013). No data exist on 
the role of PKC- in the innate immune response. Therefore we examined the 
pulmonary recruitment of ILC2 in the lung of HDM immunized mice following three 
antigen challenges in PKC--/- mice (Fig. 1a). The emergence of total Lin-IL-5+ and 
Lin-IL-13+ ILC2 counts was dramatically reduced in PKC-θ-/- mice as compared to 
HDM stimulated WT mice (Fig. 1b-e). This data suggest that the activation of the T 
cell synapse leading to ILC2 activation is PKC-θ dependent. We then asked whether 
the inhibitory effect correlated with a diminished adaptive Th2 response. 
 
PKC--/- mice are resistant to Th2-driven airway inflammation 
Th2 cells drive the adaptive immune response in allergic airway inflammation and 
PKC-θ has been shown to be important for the response to ovalbumin (Herrick and 
Bottomly 2003; Marsland, Soos et al. 2004). WT or PKC--/- mice were treated as 
reported in Fig 1 a, bronchoalveolar lavages (BAL) was performed for inflammatory 
cell recruitment. Saline sensitized and challenged WT and PKC--/- mice were used 
as a negative control and did not exhibit any inflammatory response, as evidenced by 
the negligible number of leukocytes in the BAL fluid. However, WT mice which were 
HDM sensitized and challenged had a dramatic increase in the total leukocyte 
number in the BAL fluid (Fig. 2a). The predominant infiltrate in BALF consisted of 
eosinophils and EPO activity in the lung (Fig.  2b-c), with lower lymphocytes counts 
(Fig . 2d), macrophages and very few neutrophils (data not shown). In striking 
contrast, HDM-primed PKC-θ deficient mice (PKC--/- HDM) exhibited a 3 fold lower 
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total leukocyte counts in the BAL fluid compared with their wild type counterparts 
(Fig. 2a). In particular, there was a dramatic decrease in eosinophilia (3-fold 
reduction) (Fig. 2b-c), as well as a lower lymphocytes counts (2-fold reduction 
compared with WT-HDM) (Fig. 2d) whereas the macrophage counts were not 
significantly affected (data not shown). 
A hallmark of allergic lung inflammation is airway resistance, which was measured by 
invasive plethysmography in WT and PKC-θ-/- mice. PKC-θ-/- mice treated with HDM 
had reduced pulmonary resistance as compared to WT mice (Fig. 2e). 
Histological analysis revealed a prominent lung inflammatory response characterized 
by perivascular and peribronchiolar infiltration of eosinophils and mononuclear cells 
in WT-HDM mice (Fig. 2f). By contrast, a significant reduction of inflammatory cell 
infiltration was found in PKC-θ-/- mice, consistent with the reduced number of cell in 
the BAL fluid (Fig. 2g). Additionally, the extensive goblet cell  hyperplasia and mucus 
production observed in primed WT mice was drastically reduced in PKC--/- mice, 
since approximately 80% of goblet cells stained strongly with PAS in WT mice versus 
only approximately 10%–20% in PKC--/- mice (Fig. 2h). The reduced mucus 
hyperplasia was confirmed at the mRNA expression level for Muc5ac (Fig. 2i).  
Moreover, pro-inflammatory cytokines such as IL-1, IL-1IL-4, IL-13 were 
significantly reduced (2-3 fold reduction) in lung of PKC-θ-/-- HDM compared with WT-
HDM (Fig. 3a-d). By contrast, IL-33 and IL-12 levels were unchanged in both 
conditions, while IFN was increased in absence of PKC-θ (Fig. 3e-g).  
In addition, in the absence of PKC-θ significant lower levels of 
neutrophils/monocytes-attracting chemokines CXCL1 (2 fold reduction), eosinophil-
attracting chemokines CCL11 and CCL24 (2 fold reduction) as well as Th2 cell–
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attracting chemokines CCL17 and CCL20 (approximately 2 fold reduction) were 
found in the lungs as compared with WT-HDM mice (Fig. 3h-l). 
We further investigated the recruitment of Th2 cells in the lung in HDM challenged 
mice and found an increase of TCR+ cells expressing IL-4 (Supplementary Fig. S1a-
c) and IL-5 (Supplementary Fig S1d-f). In the absence of PKC- the number of 
TCR+IL-4+ and TCR+IL-5+ cells were significantly reduced concomitant with 
reduced IL-4 level in the lung. 
 
PKC- modulates IRF4 and NFAT1 expression  
The transcription factors IRF4 and NFAT1 are known to promote the expression of 
Th2 cell differentiation and function including IL-4, IL-5 expression and contribute to 
IL-10 production (Rengarajan, Mowen et al. 2002; Ahyi, Chang et al. 2009; Williams, 
Tjota et al. 2013). To more closely analyze the transcription factors involved in the 
PKC- phenotype upon HDM exposure we investigated the expression of IRF4 by 
qPCR (Fig. 3m) and NFAT1 (NFATC2) by Western Blot analysis (Fig. 3n). We found 
a distinct reduction of these transcription factors in PKC- deficient lungs, which was 
associated with reduced IL-10 production in lung (data not shown). Therefore the 
data suggest that PKC- regulates NFAT1 and IRF4 activation, which is related to 
reduce IL-10 expression. 
 
PKC-  determines lung Th2 cell recruitment and activation  
We investigated whether the recruitment and activation of CD45+CD3+e T cells are 
different in the lung from PKC--/- versus WT mice upon HDM challenge (Fig. 4a,c). 
Consistent with the reduced allergic response total CD4+ T cell recruitment within the 
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CD45+ CD3+e population was reduced, and T cells have a reduced expression of the 
activation marker CD69 (Fig. 4b,d). 
Since regulatory T cells may contribute to the overall response to the allergen HDM, 
we determined the pulmonary Treg cell numbers and found a significant reduction of 
FoxP3 cells in the absence of PKC- (Fig. 4e-g).  
PKC- is expressed in NK cells and was found to be important for tumor control, IFN 
and TNF production and the function of NKT cells(Page, Chaudhary et al. 2008; 
Tassi, Cella et al. 2008; Fang, Wang et al. 2012). To determine whether PKC- is 
involved in NKp46 cells recruitment, we isolated mononuclear cells from the lung of 
PKC--/- versus WT mice upon HDM challenge. Similar CD45+NKp46+ cell counts 
were found compared in PKC--/- and WT control mice (Supplementary Fig. S2a-c).  
However at steady state level NK1.1+ cell counts were reduced in PKC--/- mice 
(Supplementary Fig. S2d,e). 
Collectively, these data demonstrate that PKC- is required for the pulmonary 
recruitment and activation of Th2 cells and Foxp3+ Treg cell recruitment. 
 
PKC-  deficient APC process the allergen, but cannot activate T cells in vitro 
To exclude any effect on antigen uptake and processing we investigated these 
parameters in DCs using OVA as antigen. The uptake and processing in PKC--/- DC 
was not different from WT DC (Fig. 5a-b) and equal amounts of co-stimulatory 
molecules CD80 and CD86 were found after HDM stimulation (data not shown). 
However, PKC--/- DC expressed reduced amounts of class II antigens on the 
surface (Fig. 5c). We further analyzed the ability of the DC to produce pro-
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inflammatory cytokines upon HDM activation and found reduced IL-1 production 
(Fig 5, D)while IL-1and IL-10 were not affected (Fig. 5e,f). 
Co-culture of WT-DC primed with HDM with naïve CD4+ T cells induced a robust cell 
proliferation of CFSE labeled T cells and IL-2 production, which was dramatically 
reduced when co-cultured with PKC--/- CD4+ T cells (Fig. 5g,h). Therefore, PKC--/- 
CD4+ T cells are unable to respond to HDM in vitro. The lack of the response in PKC-
-/- mice may be at level of the T cells and of DCs due to reduced IRF4 expression, 
since DC activation relies on IRF4 expression (Gao, Nish et al. 2013). Consistent 
with published data PKC--/- T cells do not respond to TCR activation by CD3e 
antibody (Fig. 5i). The data reveal diminished T cell and DC activation suggesting a 
defect of signaling at the TCR synapse between PKC--/- DC and T cells.  
PKC inhibitor (C20) reduces HDM induced ongoing allergic asthma 
To determine the mechanism that may account for the suppressed allergic phenotype 
in response to PKC- signaling during the effector phase, we investigated the effect 
of the specific inhibitor C20 on HDM driven allergic airway response(Zanin-Zhorov, 
Ding et al. 2010). The administration of the PKC- inhibitor by gavage to WT mice 
during the HDM challenge phase (Fig. 6a) diminished significantly the inflammatory 
cell infiltration especially eosinophils and lymphocytes (2-3 fold reduction) (Fig. 6b-e), 
diminished airway resistance (Fig 6, F), reduced airway inflammation and mucus 
overproduction as evidenced by histological analysis and mRNA expression level for 
Muc5ac (Fig. 6g-j) as well as Th2 cytokine/chemokine production (IL-1, IL-1, 
CCL11, CCL17 and CCL24 (Fig.  6k-l; n-p). Moreover, IRF4 expression from 
pulmonary tissue is reduced, as well as NFAT1 production in lung (Fig. 6q-r). 
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Importantly, pulmonary cells produced similar amounts of IL-33 in response to HDM 
immunization either in the presence or absence of PKC- blockade (Fig. 6m). 
Therefore disruption of the TCR synapse with the PKC- inhibitor C20 reduces IRF4 
and NFAT1 expression and inhibits an ongoing allergic inflammation 
 
PKC inhibitor attenuates birch pollen induced ongoing airway inflammation 
To ascertain that the effect of pharmacological PKC- inhibitor C20 is not limited to 
the HDM induced allergic asthma model, we extended our study to birch pollen (BP, 
Bet v1) allergen induced experimental allergic asthma model. We found a significant 
inhibition of total cell, eosinophil and lymphocytes recruitment in BALF 
(Supplementary Fig. S3a-d) with a significant decrease of the airway resistance 
(Supplementary Fig. S3e), reduced airway inflammation and mucus overproduction 
as evidenced by histological analysis (Supplementary Fig. S3f-h) and reduced IL-
1IL-1, IL-13, CCL17, CCL20 and CCL24 levels in lung upon C20 administration to 
immunized WT mice during BP challenge (Supplementary Fig. S3i-n) as well as 
NFAT1 production in lung (Supplementary Fig. S3p). Moreover, pulmonary cells 
produced similar amounts of IL-33 in response to BP immunization either in the 
presence or absence of PKC- blockade (Fig. 3o). Therefore the data demonstrate 
that the PKC- C20 inhibitor confers robust inhibition in two models of established 
allergic lung inflammation in mice. 
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DISCUSSION  
We demonstrate that the recruitment of ILC2s is PKC- dependent and likely 
required for efficient Th2 cell mediated allergic lung inflammation upon challenge with 
the protease allergen HDM. The reduced ILC2 and T cell recruitment and activation 
is linked to an inability to mount a strong allergic lung inflammation with impaired 
cardinal features of asthma including airway hyperresponsiveness and Th2 cytokines 
and chemokines release in PKC- deficient mice. This is the first report suggesting 
that ILC2 play a critical role in PKC- signaling pathway.  
ILC2 are the first cells responding to allergens(Halim, Steer et al. 2014) and we show 
that the emergence of ILC2 is inhibited in the absence of PKC- This finding is novel 
and PKC- is required for ILCs activation. ILC2 precedes the Th2 differentiation, 
which is drastically reduced in the absence of PKC-. We questioned whether IL-25 
and IL-33 known to be involved in ILC2 activation resulting in IL-5 and IL-13 
production, but did not find a difference of IL-33 and IL-25 expression (data not 
shown).  
PKC- is involved in the T cell receptor synapse and inhibition of PKC- reduces the 
Th2 mediated response(Zanin-Zhorov, Dustin et al. 2011). While previous studies 
reported PKC- dependent OVA induced lung inflammation, we show here that all 
features of HDM and the birch pollen antigen Bet v1 induced allergic asthma are 
dramatically reduced in the absence of PKC-(Tourdot, Airouche et al. 2013). 
Studies on the function of IRF-4 indicated either a transcriptional activator or 
repressor function depending on the context of the DNA-binding sequences and/or 
protein-interacting partners. IRF-4 interacts with its family member PU.1 or NFAT1 to 
synergistically enhance transcriptional activity of a variety of genes including IL-4 in T 
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cells and Th2 cells response(Gao, Nish et al. 2013). Our study reveals that IRF4 and 
NFAT1 expression are diminished in the absence of PKC- suggesting that PKC- 
mediated effect on ILC2 and Th2 cell activation relies on IRF4 and NFAT1 
expression, which however needs to be further explored. 
Furthermore we identified that dendritic cell functions are PKC- dependent. 
Specifically MHC class II expression is reduced and associated with the inability of 
HDM primed PKC- deficient T cell to mediate T cell proliferation and induce the 
production of IL-2. While we confirm that PKC- deficient T cells are unable to 
respond to TCR stimulation(Zanin-Zhorov, Dustin et al. 2011). We report a role of 
PKC- on DC activation and suggests that the defect is at the class II molecule 
dependent antigen platform; which may be related to  reduced IRF4 expression 
consistent with data on IRF4 dependent signaling in DC cells controls Th2 
responses(Gao, Nish et al. 2013). Therefore, NFAT1 and IRF4 expression in DC and 
T cells are likely PKC- dependent and contribute to allergic response. 
Since the net inflammatory response depends on other factors we thought that 
augmented FoxP3 regulatory cells could contribute to reduced allergic response. 
However we found reduced FoxP3 cell counts in PKC- deficient lungs. Therefore 
Treg cells are unlikely involved in our model. 
While we demonstrate that PKC- is required for the allergic response, it was 
unknown whether PKC- blockade could interrupt an ongoing inflammatory response 
of sensitized mice. To address this question we used the PKC- inhibitor and found 
that C20 had a potent therapeutic effect on ongoing HDM and BP induced allergic 
inflammatory responses with a drastic inhibition of the immune response, lung 
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inflammation and airway hyperreactivity. This is an important finding and suggests 
that PKC-  should be explored further as therapeutic target in allergic lung diseases. 
In conclusion our data suggest that PKC- acts via IRF4 and NFAT1 on ILC2 
activation and T cell proliferation both contributing to a Th2 response in allergic lung 
inflammation in response to two different proteases allergens. This response is 
abrogated in PKC- deficient mice. Together with the potent inhibition of asthma by 
the PKC- inhibitor C20 during allergen challenge, suggest that PKC- may be a 
novel therapeutic target in asthma. 
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Figure legends 
Figure 1. ILC2 cells producing IL-5 and IL-13 were required for the induction of 
allergic lung inflammation in PKC--/- mice.  
WT and PKC--/- mice were treated with HDM extract (a). Extracellular staining on 
lung mononuclear cells of CD45, Lin, Sca1, IL-33R and c-kit (CD117) was followed 
by intracellular staining of IL-5 and IL-13. Representative dot plots (b, d) and scatter 
plot (c, e). Representative data of two independent experiments are given (n=4 to 8 
mice per group). **P≤ 0.01; *** P≤ 0.001. 
 
Figure 2. Impaired Th2-mediated lung inflammation in PKC--/-mice  
WT and PKC--/- mice were treated with HDM extracts. Total cells, eosinophils and 
lymphocytes recruitment in BALF (a-b, d), eosinophil peroxidase activity (EPO) in the 
lung (c), airway resistance (e), staining (magnification: x 20) and semi-quantitative 
histological score (f-h), Muc5ac gene expression (i).  These experiments were 
performed three time (n= 8 mice per group). Values are the mean ± s.e.m. n.s., not 
significant, *P≤0.05; **P≤0.01; ***P≤0.001. 
 
Figure 3. Th2 associated cytokines and chemokines analysis in lung homogenates of 
PKC--/- mice.  
IL-1, IL-1, IL-4, IL-12, IL-13, IL-33, IFN, CXCL1 (KC), CCL11, CCL17 (TARC), 
CCL20 (MIP-3), and CCL24 (Eotaxin-2) (a-l) levels in lung homogenates of WT and 
PKC--/- mice by ELISA. IRF4 gene expression and NFAT1 (NFATc2) protein 
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expression in lung homogenates (m-n). Values are the mean ± s.e.m. of 4 to 8 mice 
per group *P≤0.05; **P≤0.01. 
 
Figure 4. Reduced pulmonary recruitment of Treg cells (Foxp3+TCR+) in the 
absence of PKC-.  
CD45, CD3, TCR and Foxp3 on lung mononuclear cells.  Representative dot plots 
(a, b, e), the absolute numbers and the frequency of CD45+CD3e+ (c, d) TCR+ 
Foxp3+ cells (f,g). These experiments were performed twice. Values are the mean ± 
s.e.m. of 4 to 8 mice per group. *P≤ 0.05; ** P≤ 0.01. 
 
Figure 5. Antigen uptake and processing and HDM activated DCs promote T-cells 
proliferation of naive CD4+ T cells from PKC  
In vitro antigen uptake and processing on BMDC from WT and PKC--/- mice (a, b).  
MFI of OVA-FITC (a), OVA-DQ (b) and MHCII+ DCs (c). IL-1, IL-1 and IL-10 levels 
in DC culture supernatant (d-f). CFSE labeled CD4+ T cells from naive WT or PKC- 
mice were cocultured with untreated or HDM-treated DCs at a ratio of 1:10 (T 
cells:DCs) for 3 days (g). IL-2 levels in the supernatant (h). Data are representative of 
two independent experiments (n = 5). Data are presented as mean ± s.e.m.  . n.s., 
not significant, * P≤ 0.05; ** P≤ 0.01; *** P≤ 0.001. 
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Figure 6. Oral administration of PKC-  inhibitor (C20) reduces HDM-driven 
inflammation, airway hyper-responsiveness and IRF4 gene expression  
WT and PKC--/- mice were treated as described (a). Total cells, eosinophils and 
lymphocytes recruitment in BALF (b, c, e), EPO activity in the lung (d), airway 
resistance (f), cell infiltration and mucus production using PAS staining 
(magnification: x 20) and semi-quantitative histological score (g-i), Muc5ac gene 
expression (j). IL-1, IL-1, IL-33, CCL11, CCL17 (TARC), and CCL24 (Eotaxin-2) 
(k-p) levels in lung homogenates. IRF4 gene transcription and NFAT1 (NFATc2) 
protein expression in lung homogenates (m-n) n.s., not significant, *P≤0.05; 
**P≤0.01; ***P≤0.001. 
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PKC theta controls ILC2 and Th2 responses to house dust mite allergen by 
inhibiting NFAT1 and IRF4 
Fahima Madouri1, , Louis Fauconnier2, , Pauline Chenuet1, , Margaux Gallerand2, ,  
Tiffany Marchiol2, , Nathalie Rouxel2, , Aurélie Ledru2, , François Erard1, , Fabrice 
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SUPPLEMENTAL METHODS 
BP induced allergic airway inflammation induction  
Isoflurane anesthetized mice were administered intranasally twice at days 0 and 14 
with 10 µg Bet v1 (Stallergènes, Frances)(Tourdot, Airouche et al. 2013) without 
adjuvant, control mice were challenged with saline alone and were challenged on 
days 21-24 with 10 µg of Bet v1. 
Twenty four hours after the last challenge, mice were sacrificed; bronchoalveolar 
lavage (BAL) and lung were collected for EPO enzyme, cytokines, chemokines, 
histology, qPCR and airway hyperreactivity and Western blot analysis.  
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Supplementary legends 
 
Supplementary figure 1: Impaired IL-4+TCRβ+ cells and IL-5+TCRβ+ cells in 
absence of PKC-. 
HDM sensitized WT and PKC--/- mice were challenged three times with HDM 
extracts. Twenty hours after the third HDM challenge, lung mononuclear cells from 
WT and PKC--/- mice were isolated and restimulated for 4 h with PMA (50 ng/ml) 
and ionomycin (750 ng/ml) in presence of Brefeldine A followed by extracellular 
staining of NK1.1, CD45, TCRβ, CD4 and CD8α and intracellular staining of IL-4 (a-c) 
or IL-5 (d-f). Representative dot plots (a, d) and scatter plot are shown (b-c, e-f). 
Values are the mean ± .s.e.m. of  4 to 8 mice per group. *P≤ 0.05; **P≤0.01. n.s., not 
significant 
 
Supplementary figure 2: Impaired NK1.1+TCRβ- cells in spleen in absence of 
PKC- and but similar CD45+NKp46+ cells. 
HDM sensitized WT and PKC--/- mice were challenged three times with HDM 
extracts. Twenty hours after the third HDM challenge, lung mononuclear cells from 
WT and PKC--/- mice were isolated and restimulated for 4 h with PMA (50 ng/ml) 
and ionomycin (750 ng/ml) in presence of Brefeldine A followed by extracellular 
staining of CD45, NKp46 (a-c). Twenty hours after the third HDM challenge, spleen 
cells from WT and PKC--/- mice were isolated, followed by extracellular staining of 
NK1.1, TCRβ (d-e). Representative dot plots (a, d) and scatter plot are shown (b-c, 
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e). Values are the mean ± .s.e.m. of 4 to 8 mice per group. **P≤0.01. n.s. not 
significant. 
 
Supplementary figure 3:  PKC-  inhibitor (C20) reduces birch pollen-driven 
inflammation and airway hyper-responsiveness. 
BP sensitized WT mice were challenged four times with BP. A dose of 10 mg/kg of 
C20 is administrated per os during challenge (a). Twenty four hours after the last BP 
challenge, differential cell counts were determined in BALF (b). Eosinophil and 
lymphocytes counts were analyzed in BALF (c-d). Airway resistance was evaluated 
(e). Tissue inflammation and histology score in BP sensitized and challenged WT-
HDM and WT-BP+C20 mice was evaluate 24h following the last challenge using 
periodic acid shift PAS staining for goblet cells (magnification: x 20) (f). A semi-
quantitative histological score of cell infiltration and mucus hypersecretion was 
evaluated on an arbitrary scale from 0 to 5 by two independent observers (g-h). IL-
1, IL-1, IL-13, IL-33, CCL17 (TARC), CCL20 (Eotaxin) and CCL24 (Eotaxin-2) (i-o) 
levels in lung homogenates of WT and PKC--/- mice were measured by ELISA. 
NFAT1 (NFATc2) expression was evaluated by Western-Blot (p). These experiments 
were performed two time (n= 6 mice per group). Representative data of two 
independent experiments are shown. Values are the mean ± s.e.m. of 4 to 6 mice per 
group. *P≤0.05; **P≤0.01 
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 L’une des grandes découvertes en immunologie est celle des inflammasomes, il y a 
une décennie (Martinon, Burns et al. 2002). Ces complexes multiprotéiques sont des piliers 
dans la régulation de l’inflammation et le plus étudié est l’inflammasome NLRP3. Celui-ci est 
capable de détecter des motifs spécifiques aux pathogènes (PAMP), des cristaux, des 
toxines bactériennes ou des molécules du soi, qui en situation de stress ou 
d’endommagement cellulaires sont libérés dans le milieu extracellulaire en tant que signaux 
de dangers endogènes (DAMP). La reconnaissance de ces activateurs permet l’assemblage 
des protéines composant l’inflammasome. Le domaine PYD des inflammasomes NLRP 
recrute la protéine adaptatrice ASC. Cette protéine contient un domaine PYD en N-terminal 
(reconnu par l’inflammasome) et un domaine CARD en C-terminal. Celui-ci s’associe au 
domaine CARD de la caspase-1 et entraîne son activation (Martinon, Mayor et al. 2009). La 
caspase-1 est une cystéine protéase dont le rôle dans la mort cellulaire et dans l’activation 
des cytokines pro-inflammatoires, l’IL-1β et l’IL-18 (synthétisées sous forme de précurseurs 
inactifs dans le cytosol), a beaucoup été étudié dans des expériences in vivo et in vitro (Li, 
Allen et al. 1995) (Dai, Sayama et al. 2011), d’où sa nomination ICE pour « Interleukin-1 
Converting Enzyme ».  
 L’un des projets de ma thèse est porté sur les mécanismes impliquant NLRP3 et la 
caspase-1 dans l’asthme allergique aux allergènes d’acariens HDM. Au total, mon travail de 
thèse a permis de montrer in vivo l’implication de la caspase-1 non seulement dansla 
réponse l’inflammatoire pulmonairemais aussi dans la production d’IL-1et sur la régulation 
de l’IL-33. Cependant, le mécanisme et les conséquences biologiques de l’action de la 
caspase-1 sur la production d’IL-33 ne sont pas encore connus. C’est pourquoi nous 
proposons un mécanisme permettant d’expliquer nos résultats.  
 
L’activation de la caspase-1 par l’inflammasome NLRP3 inhibe l’inflammation 
pulmonaire dépendante de l’IL-33 induite par l’allergène d’acarien HDM 
 
 Mon travail de thèse s’inscrit dans un vaste projet entrepris au laboratoire il y a 
plusieurs années et visant à caractériser le rôle de l’inflammasome NLRP3 dans différents 
modèles de pathologies respiratoires. Je me suis également interessée au rôle d’une 
protéase : la caspase-1. Au laboratoire l’implication de l’inflammasome NLRP3 dans la 
réponse inflammatoire allergique en absence d’adjuvant avait été démontré (Besnard, 
Guillou et al. 2011). En effet, les souris déficientes pour NLRP3 présentent une réponse 
réduite à l’ovalbumine, qui s’explique par un défaut d’activation et de migration des cellules 
dendritiques des ganglions drainants vers les poumons. Notre étude a mis en évidence un 
rôle régulateur essentiel de NLRP3 et de la caspase-1 sur la réponse Th2. En effet, nous 
 198 
 
démontrons que les souris déficientes pour NLRP3 ou pour la caspase-1 présentent une 
forte augmentation des caractéristiques de l’asthme en réponse à HDM par rapport aux 
souris sauvages (augmentation de l’éosinophilie, de la résistance respiratoire, de la 
production de cytokines et chimiokines Th2 et de la production de mucus dans les 
poumons). Les phénotypes obtenus sont différents entre les deux modèles (ovalbumine et 
HDM). En effet, ces deux allergènes présentent des caractéristiques différentes en termes 
d’antigénicité puisque l’ovalbumine ne cause pas d’allergie sans immunisation préalable 
alors que HDM est allergénique par lui-même en exposition directe. 
 
 De nombreux articles suggèrent un rôle critique de NLRP3 et de ses produits, dont la 
caspase-1, dans l’inflammation pulmonaire observée chez les patients asthmatiques. Le taux 
d’ATP, un activateur de NLPR3, libéré par les cellules épithéliales, les cellules dendritiques 
et les macrophages est augmenté en réponse à des provocations par des allergènes tels 
que HDM (Birrell and Eltom 2011). De plus, une équipe a montré que l’expression des gènes 
codant pour NLRP3 et pour la caspase-1 sont significativement élevées dans les 
expectorations des patients atteints d’asthme neutrophilique (Simpson, Phipps et al. 2014). Il 
a également été montré que les cytokines liées à l’inflammasome, à savoir l’IL-1β et l’IL-18, 
activées par la caspase-1, jouent un rôle dans l’asthme allergique. En effet, les taux de ces 
cytokines pro-inflammatoires sont augmentés dans le sérum des patients allergiques ou 
dans les poumons de souris traitées avec HDM (Birrell and Eltom 2011) ce qui confirme mes 
résultats. 
 
 L’allergène d’acarien administré aux souris lors de ces travaux est un mélange 
d’extrait d’acarien composé de protéases Der p 1, une cystéine protéase (papain-like) et Der 
p 9, une sérine protéase à l’activité collagénolytique (Gregory and Lloyd 2011). Ces deux 
molécules sont responsables de la rupture des jonctions serrées, de la production de 
cytokines (IL-33, IL-25, TSLP), chimiokines (CCL2, CCL20) et facteurs de croissance (GM-
CSF), de la dégranulation des éosinophiles et des mastocytes, de la maturation des 
fibroblastes et de la production de collagène. En plus de contenir des protéases, les 
allergènes d’acariens contiennent la protéine Der p 7 structurellement homologue à la 
protéine de liaison des lipides. Dans cette mixture se trouve également Der p 2, l’isoforme 
majeur contenu dans l’extrait de Dermatophagoides pteronyssinus (Bordas-Le Floch, 
Bussières et al. 2012), qui est structurellement similaire aux molécules de signalisation MD2 
du complexe TLR4. Ceci facilite l’activation de TLR4 et des cellules dendritiques ainsi que 
l’initiation d’une réponse Th2 (Hammad, Chieppa et al. 2009; Hammad, Plantinga et al. 
2010). En effet, lorsque l’allergène entre en contact avec l’épithélium bronchique, première 
barrière de défense, il est reconnu par le TLR4, ce qui entraîne des dommages au niveau 
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des jonctions serrées des cellules épithéliales et permets la libération de cytokines telles que 
l’IL-25, l’IL-33, le TSLP et le GM-CSF. L’IL-33 est une cytokine de la famille de l’IL-1 capable 
d’induire une réponse de type Th2 dans diverses pathologies dont l’asthme allergique. Elle 
est stockée dans le noyau des cellules épithéliales et endothéliales et est immédiatement 
libérée dans l’espace extracellulaire sous forme non clivée et active (Full-Length) lors d’un 
dommage cellulaire pour agir en tant qu’alarmine comme l’IL-1α (Lefrançais and Cayrol 
2012). Elle alerte le système immunitaire inné d’un dommage tissulaire durant un trauma ou 
une infection. De plus, l’IL-33 a été identifié comme un gène de susceptibilité associé à 
l’asthme allergique chez l’homme dans les études d’association du génome (GWAS) 
(Gudbjartsson, Bjornsdottir et al. 2009). Elle peut également être libérée pendant l’apoptose 
où elle sera clivée par la caspase-1 qui la rend inactive (Cayrol and Girard 2009). Ainsi, 
l’augmentation de l’inflammation pulmonaire observée en absence de la caspase-1 
s’explique par le fait que les protéases contenues dans l’extrait d’acarien HDM causent des 
dommages au niveau des cellules épithéliales, entrainant ainsi la libération de cytokines dont 
l’IL-33 et le GM-CSF. Les dosages de ces deux médiateurs dans les poumons des souris 
déficientes pour la caspase-1 traitées avec HDM montrent leur forte augmentation. 
Cependant, nous ne détectons pas d’IL-33 dans le lavage broncho-alvéolaire. Cela pourrait 
s’expliquer par le fait qu’elle n’est pas sécrétée ou que le kit ELISA utilisé ne permet pas de 
détecter les cytokines faiblement produites. 
 
 Le clivage et la sécrétion de l’IL-33 sont des évènements complexes qui n’ont pas 
encore été clarifiés. Les différentes sources cellulaires de l’IL-33 peuvent expliquer les 
résultats contradictoires obtenus dans la littérature. Constitutivement exprimée dans les 
cellules endothéliales chez l’homme, les cellules épithéliales et les cellules musculaires 
lisses, l’IL-33 est aussi exprimée dans les macrophages activés. Des études ont montrées 
que l’expression d’IL-33 était augmentée dans les cellules épithéliales de patients 
asthmatiques (Préfontaine, Nadigel et al. 2010). La stimulation in vitro de cellules épithéliales 
bronchiques humaines (BEAS-2B) que nous avons réalisé révèlent la présence d’IL-33 dans 
le lysat cellulaire en réponse aux stimuli HDM. De plus, nous avons observé en cytométrie 
en flux que les macrophages pulmonaires étaient fortement recrutés chez les souris 
caspase-1-/- après sensibilisation à HDM. La culture in vitro de macrophages dérivés de la 
moelle osseuse (BMDM) de ces souris et celle d’une lignée de monocytes humain (THP-1) 
montrent une augmentation significative de la production d’IL-33 en réponse à HDM.  
 
 A l’inverse de l’IL-1β, la forme « Full-Length » de l’IL-33 est constitutivement 
exprimée, stockée dans le noyaux des cellules épithéliales et est biologiquement active. De 
plus, l’IL-33 est libérée sous sa forme entière lors d’un stress cellulaire (Lefrançais and 
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Cayrol 2012). Les taux d’IL-33 sont significativement plus élevés dans les poumons des 
souris déficientes pour la caspase-1 traitées avec HDM. Ainsi, nous démontrons que la 
caspase-1 inhibe l’expression de l’IL-33, ce qui atténue l’inflammation. La forme entière (full-
length) de l’IL-33 ainsi que quelques formes clivées sont libérées dans les poumons des 
souris contrôles. Il ne s’agit pas d’une fixation non spécifique de l’anticorps secondaire car 
nous avons testé une incubation de la membrane avec cet anticorps seul et les pistes étaient 
vierges. Les clivages ont eu lieu avant le prélèvement des échantillons car les poumons ont 
été broyés dans un tampon contenant un cocktail anti-protéase. De plus, qu’il s’agisse de la 
forme entière ou des formes clivées, nous observons une augmentation très nette de la 
production d’IL-33 dans les poumons des souris traitées avec HDM. Il a été montré que 
l’exposition des cellules épithéliales pulmonaires à un allergène comme HDM induit la 
sécrétion d’ATP (Birrell and Eltom 2011), qui active les récepteurs P2 et une augmentation 
du taux de calcium intracellulaire. Ceci a pour conséquence d’une part, la translocation de 
l’IL-33 du noyau au cytoplasme puis à sa libération active et d’autre part, l’activation de 
l’inflammasome NLRP3 (Kouzaki, Iijima et al. 2011). Nous montrons que la forme entière de 
l’IL-33 et les clivages de l’IL-33 sont augmentés dans les poumons des souris déficientes 
pour la caspase-1. Lors d’un dommage cellulaire, des neutrophiles sont recrutés au site de 
l’inflammation et sécrètent des protéases telles que l’élastase et la cathepsine G qui clivent 
l’IL-33 en différents sites, donnant différentes formes bioactives: IL-3395–270, IL-3399–270 et 
IL-33109-270 (Lefrançais, Roga et al. 2012). Les formes clivées observées pourraient résulter 
de l’action de ces enzymes mais dans ce modèle d’asthme allergique induit par HDM, les 
neutrophiles sont recrutés en minorité dans les poumons par rapport aux éosinophiles et aux 
macrophages. Il serait intéressant d’étudier l’effet des protéases des éosinophiles dans le 
clivage du précurseur de l’IL-33 ou celui des enzymes protéolytiques libérées dans les 
poumons par les macrophages, les métalloélastases ou métalloprotéinases matricielles 
(MMP). En plus de la caspase-1, la caspase-8 et la calpaïne ne sont pas requises dans 
l’activation et la production de l’IL-33 par les macrophages, ce sont donc des protéases à 
exclure dans un mécanisme potentiel (Ohno, Oboki et al. 2009). De plus, il a été démontré 
que dans les macrophages humains et murins, la sécrétion d’IL-1β, d’IL-18 et d’IL-33 induite 
par l’hydroxyde d’aluminium (alum) est médiée par NLRP3 et sa protéine adaptatrice ASC et 
non l’inflammasome NLRC4 (Li, Willingham et al. 2008; Chen, Wang et al. 2011). Dans notre 
étude nous avons également exclue un rôle potentiel de NLRC4. 
 
 La caspase-1 est synthétisée dans le cytoplasme sous forme d’un précurseur inactif 
de 45 kDa qui sera clivé par l’inflammasome. La forme active est un tétramère de sous-
unités de 10 et 20 kDa issues du clivage. Nous montrons la présence et l’augmentation de la 
sous-unité p20 dans les poumons des souris sauvages traitées avec HDM par rapport aux 
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contrôles. Cette forme est absente chez les souris caspase-1-/-. Les animaux que nous 
utilisons sont bien déficients pour la caspase-1 mais pas seulement. En effet, les souris 
traitées durant ces expériences sont doubles déficientes caspase-1/11 (Kuida, Lippke et al. 
1995). La caspase-11 est cruciale dans l’activation de la caspase-1 et dans la production 
d’IL-1β par les macrophages. Cependant, contrairement à la caspase-1 qui est activée par 
l’inflammasome NLRP3 entre autre, la caspase-11 est activée de façon non-canonique 
(Kayagaki, Warming et al. 2011). Ainsi, l’implication de la caspase-11 n’est pas à exclure 
dans les résultats que nous avons obtenus.  
 
 L’IL-33 est le ligand du récepteur ST2. Deux variants de ce récepteur sont générés 
par épissage alternatif : une forme transmembranaire ST2L et une forme soluble sST2. Cette 
dernière forme soluble sert de leurre qui attire et piège l’IL-33, bloquant ainsi la voie IL-
33/ST2 (Hayakawa, Hayakawa et al. 2007). Mes travaux ont montré que la neutralisation de 
l’IL-33 par l’administration de la protéine de fusion muST2-Fc à ces souris lors de la phase 
d’immunisation diminue les caractéristiques de l’asthme. Cette protéine de fusion joue le rôle 
de leurre du récepteur soluble ST2. Les résultats obtenus confirment que l’IL-33 est 
responsable de l’augmentation de la réponse Th2 chez les souris déficientes pour la 
caspase-1 car le blocage de la voie IL-33/ST2 entraîne une diminution de la réponse 
allergique in vivo. L’IL-33 joue donc un rôle important dans l’initiation de l’inflammation en 
réponse à la sensibilisation à l’allergène HDM. L’administration de cette protéine de fusion 
lors des challenges pourrait prouver que l’IL-33 régule l’éosinophilie chez les souris caspase-
1-/-. 
 
 La caspase-1 joue un rôle crucial dans le clivage et l’activation de l’IL-1β. Nous 
démontrons une augmentation de la pro-forme de l’IL-1β dans les poumons des souris 
déficientes pour la caspase-1 traitées avec HDM. Ainsi, il semble que l’inflammation 
pulmonaire ne soit pas dépendante de l’IL-1β mature en absence de la caspase-1 in vivo. Il a 
été démontré que l’IL-1β pouvait être clivée par des protéases autres que la caspase-1.  En 
effet, chez l’homme plusieurs formes clivées d’IL-1β ont été découvertes dans le fluide 
synovial de patients atteints d’arthrites et dans le lavage bronchoalvéolaire de patients 
souffrants de sarcoïdoses (Hazuda, Strickler et al. 1990). Dans ces pathologies, il s’agit des 
protéases des neutrophiles et des mastocytes qui sont impliquées dans la génération de la 
forme active de l’IL-1β (la cathepsine G, l’élastase, la protéinase 3, le granzyme A et la 
chymase). La protéinase 3 en particulier clive le précurseur inactif de l’IL-1β à un site proche 
de celui de la caspase-1 permettant son activation (Dinarello 2011). Une étude a démontré 
que la caspase-8 joue un rôle crucial dans la production de l’IL-1β mature en réponse à une 
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stimulation des ligands de TLR3 et 4 (Maelfait, Vercammen et al. 2008). L’équipe qui a fait 
cette découverte montre également que la caspase-3 génère une forme intermédiaire d’IL-1β 
entre 25 et 30 KDa. Il pourrait s’agir des clivages que nous observons.    
 
Mécanisme hypothétique 
 
 Les résultats que nous avons obtenus sont novateurs. Un mécanisme expliquant 
l’augmentation de la production d’IL-33 et des caractéristiques de l’asthme chez des souris 
déficientes pour la caspase-1 dans un modèle d’inflammation pulmonaire induit par HDM n’a 
pas été montré tout comme les rôles régulateurs de la caspase-1 et de l’inflammasome 
NLRP3. Nous avons émis un mécanisme hypothétique permettant d’expliquer l’ensemble 
des résultats obtenus dans ce projet. L’un des DAMP le plus connu est l’acide urique libéré 
par les cellules mourantes ou stressées. L’acide urique est un composé présent 
naturellement dans le sang. Lorsque son taux est élevé, des dépôts s’accumulent dans le 
fluide synovial sont à l’origine des inflammations des articulations appellée « goutte ».  
Cependant, on retrouve des cristaux d’acide urique chez les patients et les souris atteints 
d’asthme allergique. De plus, la libération des cristaux d’acide urique par les cellules 
endommagées constitue un signal de danger endogène majeur qui active l’inflammasome 
NLRP3 (Martinon, Petrilli et al. 2006; Gasse, Riteau et al. 2009). Cette libération dans les  
poumons et le lavage bronchoalvéolaire des souris peut être induite par HDM en absence 
d’adjuvant (Kool, Willart et al. 2011). Il a été démontré que les cristaux d’acides uriques 
induisent l’activation de Syk (Spleen tyrosine kinase) (Ng, Sharma et al. 2008). D’autres 
études ont identifié Syk et la protéine PI3K (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase) 
comme des intermédiaires essentiels à l’activation des neutrophiles induits par l’acide urique 
chez l’homme (Desaulniers, Fernandes et al. 2001; Popa-Nita, Rollet-Labelle et al. 2007). 
Enfin, il a été démontré dans un modèle d’asthme induit par l’ovalbumine que les cristaux 
d’acide urique peuvent engendrer une réponse Th2 de façon Syk  et PI3K dépendante (Kool, 
Willart et al. 2011). En se basant sur ces données de la littérature, nous avons émis une 
hypothèse de mécanisme pouvant expliquer l’augmentation des caractéristiques de l’asthme 
et de la production d’IL-33 indépendamment de la voie connue NLRP3/ASC/Caspase-1 en 
réponse à HDM (Figure 47).  
La première voie décrite est déjà connue, à savoir la prise en charge de l’allergène 
d’acarien HDM reconnu par les PRR exprimés par les cellules dendritiques. Ces cellules 
activées dégradent l’allergène en petit peptide et migrent vers les ganglions lymphatiques. 
Elles présentent les peptides aux lymphocytes T naïfs via la reconnaissance CMH de classe 
II/TCR. Les lymphocytes T naïfs se différencient en lymphocytes Th2 et produisent des 
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cytokines telles que IL-4, IL-5, IL-13 favorisant respectivement la production d’IgE, 
l’infiltration des éosinophiles, le remodelage bronchique. 
La seconde voie est une voie hypothétique que nous démontrons. Les protéases 
contenues dans HDM dégradent les jonctions serrées des cellules épithéliales. L’allergène 
est pris en charge par les DC après avoir franchi la barrière épithéliale ce qui nous conduit à 
la première voie. Cependant, le fait de dégrader les jonctions serrées des cellules 
épithéliales conduit à un stress cellulaire et à une libération d’IL-33 et de GM-CSF. Il a été 
démontré que l’IL-33 stimule la production de cytokines Th2 (IL-4, IL-5, IL-13) par les cellules 
de l’immunité innée (ILC2) (Chang, DeKruyff et al. 2013). De plus, nous avons mesuré des 
taux d’acide urique élevés chez les souris sauvages traitées avec HDM qui sont encore plus 
important chez les souris caspase-1-/- traitées avec le même allergène. Nous démontrons 
que l’instillation d’IL-33 sans HDM à des souris sauvages induit également la production 
d’acide urique qui active à son tour la protéine Syk. De manière très intéressante, nous 
montrons que la production de la protéine Syk est significativement augmentée dans les 
poumons des souris caspase-1-/- traitées avec HDM par rapport aux souris sauvages. Dans 
notre mécanisme, la caspase-1 n’étant pas présente pour inactiver l’IL-33, on peut donc 
déduire que l’action combinée de HDM et de l’IL-33 active justifie ces taux très élevés de 
Syk. Par rapport aux données de la littérature, on suppose que la voie de signalisation se 
poursuit avec le recrutement des protéines PI3K/Akt/IKK qui activent le facteur de 
transcription NF-B (Chen, Monti et al. 2013), un composant clé dans la production de 
plusieurs cytokines dont GM-CSF. En effet, après activation par les cellules T, l’expression 
du gène de GM-CSF est contrôlé par liaison du facteur de transcription NF-B avec un site 
de haute affinité sur le promoteur de GM-CSF (Schreck and Baeuerle 1990). Nous montrons 
dans notre étude que le GM-CSF est produit en grande quantité en absence de la caspase-1 
en réponse à HDM. Il s’agit d’un important facteur de croissance et un modulateur de 
l’immunité qui stimule les cellules souches pour produire des granulocytes (neutrophiles, 
éosinophiles, basophiles et monocytes). Les monocytes quittent la circulation sanguine et 
migrent vers les tissus où ils se transforment après maturation en macrophages. Nous avons 
démontré que les macrophages étaient une source cellulaire principale d’IL-33 dans notre 
modèle. L’IL-33 libérée amplifie cette voie de signalisation en induisant la production d’acide 
urique. En effet, il a été montré que l’IL-33 est impliqué dans l’activation des macrophages 
alternatifs (AAM) contribuant à la réponse asthmatique allergique (Zaiss, Kurowska-
Stolarska et al. 2011). 
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 Figure 47 : Hypothèse de voie de signalisation alternative en absence de 
l’inflammasome NLRP3 et de la caspase-1 induisant la production d’IL-33 et un phénotype Th2 
en réponse à HDM. 
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Il a été montré que le TLR4 activé par HDM induit la libération d’IL-1α qui agit de 
manière autocrine pour permettre la libération de GM-CSF et d’IL-33 (Willart, Deswarte et al. 
2012). Nous montrons dans notre étude que la production d’IL-1α est augmentée dans les 
poumons des souris déficientes pour la caspase-1 traitées avec HDM. L’IL-1α pourrait donc 
jouer un rôle supplémentaire dans la production d’IL-33 dans notre modèle. 
Cependant, Willart et al montrent dans la figure 1. J des résultats contradictoires à 
ceux que nous avons obtenus. En effet, ils montrent qu’il n’y a aucune différence au niveau 
du recrutement cellulaire dans les poumons des souris caspase-1-/- traitées avec HDM par 
rapport aux souris sauvages traitées avec le même allergène (Willart, Deswarte et al. 2012). 
Nous avons réalisé les expériences plusieurs fois afin de confirmer le phénotype observé. 
Chaque fois, le taux d’éosinophiles et toutes les caractéristiques de l’asthme étaient doublés 
en absence de la caspase-1.   
Quelques hypothèses expliquant ces résultats différents peuvent être envisagées : 
- L’extrait d’acarien que nous utilisons provient des laboratoires ALK-Abello tandis que 
celui qui a été utilisé par Willart et al provient des laboratoires Greer. La proportion et le type 
de protéases contenues peuvent être différents.  
- Le protocole d’asthme induit par HDM que nous suivons est différent du leur. En effet, 
nous sensibilisons les souris avec 25 µg de HDM au jour 0 et au jour 7 suivi de trois 
provocations avec 5 µg de HDM aux jours 14 à 16. Dans le protocole utilisé par les auteurs, 
les souris reçoivent 1µg de HDM puis 7 jours plus tard, ils réalisent des provocations avec 10 
µg de HDM durant 5 jours consécutifs.  
Avant de déterminer notre protocole d’asthme aigu, plusieurs tests ont été effectués. 
Le choix des concentrations a été fait par rapport à la publication suivante : (Phipps, Lam et 
al. 2009), qui administrait l’extrait de HDM aux mêmes concentrations. Les jours de 
traitements ont été choisi par rapport au modèle d’asthme induit par l’ovalbumine, déjà utilisé 
au laboratoire (Besnard, Guillou et al. 2011).  
 
 
La protéine kinase C thêta est critique pour l’activation des ILC2 et la mise en 
place de la réponse allergique. 
 
L’un des évènements clé dans l’induction de la réponse allergique est la présentation 
des peptides antigéniques via le CMH de classe II des cellules dendritiques et le TCR des 
cellules T naïves. Il s’agit de la première voie décrite précédemment. Ce contact, en plus de 
la participation des molécules de co-stimulation telles que CD28, permet la formation d’une 
synapse immunologique. C’est au niveau de cette synapse qu’est recrutée la protéine 
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Kinase C thêta (PKC-θ) (Zanin-Zhorov, Dustin et al. 2011). Très bien décrite dans le 
processus d’activation des cellules T, PKC-θ joue un rôle crucial dans l’asthme allergique et 
dans l’induction de la réponse Th2 (Marsland, Soos et al. 2004).  
 Nous avons démontré une voie alternative à l’activation de l’inflammasome NLRP3 et 
de la caspase-1. Nous savons que HDM induit la production d’acide urique et le recrutement 
de la protéine Syk. L’un des partenaires direct de Syk est la phospholipase C qui induit la 
production de diacylglycerol et donc de la protéine kinase C thêta (Kawakami, Kitaura et al. 
2003) (Mócsai, Ruland et al. 2010). Il a été montré que PKC-θ, induit le recrutement du 
complexe protéique CARMA-1, BCL-10 et MALT-1, des composants qui jouent un rôle 
crucial et spécifique dans l’induction du facteur de transcription NFB (Thome 2004) (Figure 
48). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 48 : Activation de NF-B via la voie de signalisation CARMA-1, BCL-10, MALT-1 (Thome 
2004). 
 
Mes travaux de thèse ont mis en évidence un mécanisme totalement nouveau, à savoir 
que le recrutement des cellules lymphoïdes innées ILC2 dépend de PKC-θ. En effet, le 
recrutement de ces cellules est significativement réduit en absence de PKC-θ. Nous avons 
supposé d’une part que l’IL-25, l’IL-33 ou le TSLP étaient impliqués dans ce phénomène 
puisque ce sont les activateurs directs des ILC2, or aucun défaut de production de ces 
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cytokines n’a été observé en absence de PKC-θ. En revanche, d’autres cytokines comme 
l’IL-7 ou l’IL-9 peuvent aussi activer les ILC2 (Wilhelm, Turner et al. 2012; Licona-Limon, Kim 
et al. 2013; Spits, Artis et al. 2013; Turner, Morrison et al. 2013). D’autre part, la réduction du 
recrutement des ILC2 n’est pas seulement due à un défaut dans leur activation mais peut 
aussi provenir d’un défaut de prolifération. L’IL-2 produite par les celllules T joue un rôle 
critique dans la prolifération des ILC2 in vivo (Roediger, Kyle et al. 2013). Or, nous montrons 
un défaut de production de l’IL-2 par les cellules T des souris défientes pour PKC-θ. De plus, 
les ILC2 expriment le CMH de classe II qui contribue à l’activation des cellules T CD4+ par 
les antigènes (Figure 49) (Oliphant, Hwang et al. 2014). Ainsi la reconnaissance entre le 
CMH de classe II des ILC2 et le TCR des cellules T constitue une synapse immunologique 
qui pourrait recruter PKC-θ. Ceci permet d’établir un lien direct entre les ILC2 et PKC-θ. 
Nous démontrons que les fonctions des DC sont dépendantes de PKC-θ. En effet, 
l’expression du CMH de classe II des DC est réduite en absence de PKC-θ. Ceci peut être lié 
à la diminution de l’expression de IRF4 puisque ce facteur de transcription stimule les DC 
pour la différenciation des cellules Th2 (Williams, Tjota et al. 2013). Si l’expression du CMH 
de classe II des DC est réduite en absence de  PKC-θ, il peut en être de même avec celui 
des ILC2.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 49 : Reconnaissance du CMHII des ILC2 et du TCR des cellules T (Oliphant, 
Hwang et al. 2014). 
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En revanche, si PKC-θ se trouve en aval de la signalisation par rapport aux ILC2 qui 
sont les premières cellules à répondre aux allergènes (Halim, Steer et al. 2014), d’autres 
hypothèses peuvent expliquer ce défaut d’activation ou de prolifération des ILC2 dans les 
poumons des animaux PKC-θ-/-  traités avec HDM (Figure 50). D’une part, nous avons 
démontré que PKC-θ régule l’activation d’IRF4, un facteur de transcription qui interagit avec 
d’autres membres de la même famille comme PU.1 ou NFAT-1 et induit l’activation des 
cellules T. Ces facteurs de transcription sont connus dans la différenciation des cellules Th2 
et dans l’expression des cytokines IL-4, IL-5 et IL-13 (Rengarajan, Mowen et al. 2002; 
Tamura, Tailor et al. 2005; Ahyi, Chang et al. 2009). L’IL-4 et l’IL-13 permettent le 
recrutement des IgE qui se fixent aux récepteurs FcεRI des mastocytes reconnus par les 
allergènes et cela entraîne la libération de leur granule. Parmi les molécules contenues dans 
les granules libérés se trouve la Prostaglandine D2. L’activation du récepteur de la 
Prostaglandine D2 (CRTH2) augmente l’inflammation allergique chez la souris (Spik, 
Brénuchon et al. 2005) et que la Prostaglandine D2 active les ILC2 via ce récepteur (Xue, 
Salimi et al. 2014). Nous avons constaté que les taux d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 étaient réduits 
dans les poumons des souris déficientes pour PKC-θ traitées avec HDM par rapport aux 
souris sauvages. Ces cytokines étant également produites par les ILC2, nous pouvons 
supposer qu’il y a moins d’IgE produits en absence de PKC-θ. Ceci entraînerait une 
réduction de la dégranulation des mastocytes et donc de la libération de Prostaglandine D2 
et finalement une réduction du nombre d’ILC2 activées. La deuxième hypothèse s’appuie sur 
le fait que PKC-θ est un régulateur de la réponse Th2. En son absence, il y a moins d’IL-2 
produite (Marsland, Soos et al. 2004). Or, l’IL-2 est une des cytokines qui induit la 
prolifération des ILC2 (Chaput, Sander et al. 2013). Ainsi en absence de PKC-θ, il y a une 
diminution de la production d’IL-2 et par conséquent une prolifération d’ILC2 réduite.  
 
Mes travaux de thèse ont également montrés une réduction de l’éosinophilie dans les 
lavages broncho-alvéolaire des souris déficientes pour PKC-θ traitées avec HDM par rapport 
aux souris sauvages. Les ILC2 contrôle l’homéostasie des éosinophiles (Nussbaum, Van 
Dyken et al. 2013). En effet, les ILC2 dans les tissus périphériques sont une source 
prédominante d’IL-5 circulante. Cette cytokine déclenche et permet la différenciation et 
l’activation des éosinophiles. Lorsque les ILC2 sont stimulées par les cytokines des cellules 
épithéliales ou les cytokines Th2, la co-expression d’IL-5 et d’IL-13 est augmentée tout 
comme le taux d’éosinophiles local. En effet, les éosinophiles requièrent des signaux de 
survie délivrés par l’IL-5, l’IL-3 et le GM-CSF et les ILC2 pulmonaires peuvent contrôler le 
recrutement des éosinophiles à travers l’expression d’IL-5. Le défaut d’activation ou de 
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prolifération des ILC2 dans les poumons des souris PKC-θ pourrait impacter le recrutement 
des éosinophiles en réponse à HDM. 
 
Figure 50 : Schéma illustrant les hypothèses pouvant expliquer la diminution du 
recrutement des ILC2 en absence de PKC-θ. 
 
 De plus, en absence de PKC-θ, les lymphocytes T CD4+ ne proliférèrent pas eet ne 
produisent donc pas l’IL-2 lorsqu’elles sont mises en contact avec des DC de souris 
sauvages incubées avec HDM. Ainsi, nos résultats confirment que les cellules T déficientes 
pour PKC-θ ne peuvent pas répondre à la stimulation du TCR et ne peuvent donc pas se 
différencier en cellules Th2.  
 Les lymphocytes T régulateurs (CD4+CD25+) contrôlent les fonctions des 
lymphocytes T effecteurs (CD4+ CD8+) via un mécanisme dépendant du TCR. Cette activité 
peut être inhibée par le TNF-α. Lorsqu’elle est recrutée dans la synapse immunologique des 
lymphocytes Treg, PKC-θ bloque leurs fonctions en réduisant l’expression de leur facteur de 
transcription FoxP3 (Zanin-Zhorov, Ding et al. 2010). Comme dans notre modèle, nous 
observons une réduction de l’asthme allergique en absence de PKC-θ, nous avions envisagé 
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que l’augmentation du recrutement des Treg contribuerait à la réduction de l’inflammation 
pulmonaire (Akdis, Blaser et al. 2005). Or, nous avons découvert que dans les poumons des 
souris déficientes pour PKC-θ, le recrutement des cellules FoxP3+TCRβ+ était également 
réduit, excluant ainsi un effet protecteur des lymphocytes Treg dans notre modèle. 
 
Des études précédentes avaient démontrées le rôle régulateur de PKC-θ dans 
l’asthme allergique induit par l’ovalbumine (Zanin-Zhorov, Dustin et al. 2011). Nos travaux 
confirment les résultats dans deux autres modèles d’asthme allergique. En effet nous 
montrons que les caractéristiques de l’asthme (recrutement d’éosinophiles, production de 
mucus, hyperréactivité bronchique) sont significativement réduites en absence de PKC-θ 
dans l’inflammation pulmonaire induite par HDM ou par l’antigène Bet v1 du pollen de 
bouleau (BP) (Tourdot, Airouche et al. 2013). De plus, pour la première fois nous avons 
administré aux souris un inhibiteur spécifique de PKC-θ, le Compound 20 (C20) (Cywin, 
Dahmann et al. 2007) par voie orale lors des provocations avec les allergènes. Le C20 avait 
été utilisé dans des expériences in vitro mais son effet in vivo n’avait encore jamais été 
démontré (Zanin-Zhorov, Ding et al. 2010). Nous avons testé plusieurs doses d’inhibiteur 
(1mg/kg ; 10mg/ml et 30mg/ml) et il s’est avéré que la dose optimale ayant le même effet 
qu’en absence de PKC-θ chez les souris était la dose à 1mg/ml soit 10mg/kg. Tout comme 
pour les souris déficientes pour PKC-θ, nous avons observé une réduction des 
caractéristiques de l’asthme, ainsi que la production d’IRF4 et de NFAT-1 en réponse à HDM 
ou à Bet v1. PKC-θ serait une cible thérapeutique potentielle (Zanin-Zhorov, Dustin et al. 
2011) dans le traitement de l’inflammation pulmonaire induite par HDM ou Bet v1. 
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 L’asthme est un véritable problème de santé publique puisque la prévalence et les 
coûts de cette pathologie ne cessent d’augmenter. La recherche en immunologie permet 
d’élucider au niveau cellulaire et moléculaire les voies de signalisation engagées dans la 
maladie et à pour objectif l’identification de cibles thérapeutiques potentielles. Cependant, 
l’aspect multifactoriel de l’asthme complique le développement de nouvelles thérapies. 
Jusqu’à présent, les traitements proposés aux patients servent à réduire les symptômes et à 
limiter leur propagation mais en aucun cas ne soigne totalement la maladie.   
 
 Il est intéressant de voir que les phénotypes allergiques sont différents d’un modèle à 
l’autre. Au laboratoire nous avons développé plusieurs modèles d’inflammation pulmonaire 
induit par différentes protéines: ovalbumine, allergène d’acarien HDM, pollen de bouleau, 
papaïn. Par exemple, les phénotypes observés concernant l’inflammasome NLRP3 sont 
opposés entre une induction de l’allergie par l’ovalbumine ou par HDM. A l’heure actuelle, les 
mécanismes de sécrétion et d’activation de l’IL-33 sont à l’origine de débat et de 
controverses comme ce fut le cas pour sa relation avec la caspase-1. Les travaux présentés 
dans cette thèse démontrent une voie de signalisation alternative à celle de l’inflammasome 
ainsi que l’importance de l’axe impliquant la production d’acide urique induite par HDM et le 
recrutement de la protéine Syk dans l’activation de l’IL-33. De plus, l’une des grandes 
questions à approfondir est l’identification des protéases impliquées dans le clivage de l’IL-
33 dans ce modèle, les produits de ces clivages (actifs ou non) et leurs rôles (pro- ou anti-
inflammatoire). Il serait également intéressant de déterminer précisément la source cellulaire 
de l’IL-33 chez les souris caspase-1 par des expériences d’immunofluorescence par 
exemple. Nous avons démontré qu’en plus des cellules épithéliales, les macrophages étaient 
impliqués dans la production d’IL-33 mais nous ignorons quelle population de macrophages 
est la plus importante au niveau pulmonaire.  De plus, il serait intéressant de déterminer si 
les résultats obtenus seraient reproduits dans un autre modèle d’asthme induit par d’autres 
protéases comme la papaïne puisque les phénotypes  sont opposés concernant NLRP3. 
 
 D’autre part, nous avons découvert que PKC-θ jouait un rôle dans l’activation des 
ILC2 en réponse à l’allergène HDM. Cette découverte pourrait avoir un impact dans le 
domaine de l’asthme. En effet, les ILC2 jouent un rôle important dans l’asthme chez l’homme 
et l’amélioration de la compréhension de la façon dont ces cellules sont recrutées et activées 
pourrait à terme déboucher sur de nouvelles approches thérapeutiques. Nous avons émis 
quelques hypothèses dans la discussion de ces travaux de thèse pouvant expliquer ce 
phénomène encore jamais démontré. Ceci fait partie des questions restées en suspend et 
qui nécessitent des expériences complémentaires pour être élucidées. Il serait intéressant 
de voir si l’activation ou la prolifération des ILC2 est également compromise lorsque les 
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souris sauvages traitées avec HDM reçoivent l’inhibiteur spécifique de PKC-θ. De même, 
nous pouvons nous demander si des résultats similaires seraient obtenus dans le modèle 
d’inflammation pulmonaire induite par le pollen de bouleau. 
 
 Nous montrons une diminution des caractéristiques de l’asthme lorsque nous 
inhibons l’IL-33 ou PKC- θ. La protéine de fusion muST2-Fc bloque l’IL-33 et le C20, inhibe 
spécifiquement la PKC-θ. Ainsi, à travers nos travaux de recherche sur le petit animal nous 
avons approfondi les connaissances de deux cibles thérapeutiques à savoir l’IL-33 et la 
protéine kinase C thêta.  
 
 Mais serait-il possible de transposer ces résultats à l’homme ? Les études chez 
l’animal ont apporté de nombreuses avancées scientifiques dans la compréhension de la 
pathophysiologie de l’asthme. Cependant des articles ont révélé que certains modèles 
murins n’imitent pas précisément les mécanismes moléculaires de la réponse inflammatoire 
chez l’homme. Certaines molécules présentent de très bons résultats dans les modèles 
animaux précliniques d’asthme allergique alors qu’elles ne sont pas efficaces sur l’homme et 
la réciproque est vraie (Holmes, Solari et al. 2011). De plus, d’un modèle à l’autre les 
protocoles d’induction de l’asthme chez la souris sont différents, les allergènes le sont 
également et la concentration à laquelle ils sont administrés ainsi que la durée 
d’administration varie d’un article à l’autre. L’asthme est une maladie qui touche uniquement 
l’homme. La souris, utilisée comme modèle expérimental, ne développe pas d’asthme 
naturellement similaire à la maladie humaine. En effet, ces animaux ont un arbre bronchique 
qui présente moins de ramification que celui de l’homme. Elles n’ont pas de réflexe de toux 
et sont incapables de respirer par la bouche. Néanmoins, de nombreux aspects de la 
pathologie ont été compris en étudiant les réactions immunitaires chez la souris comme le 
rôle des cytokines Th2 dans l’inflammation des voies respiratoires. Les modèles d’asthme 
chroniques chez la souris et les réactions immunitaires en réponse à des composés 
thérapeutiques suggèrent une certaine utilité dans la prédiction de l’efficacité clinique de ces 
substances chez l’homme. 
 
 Ainsi, nous pouvons nous demander s’il existe un bon modèle d’asthme? Bien sur, le 
meilleur modèle d’asthme que l’on puisse utiliser est le patient atteint par la pathologie. Des 
difficultés techniques et éthiques évidentes limites les recherches pouvant apporter des 
informations sur les relations entre les types cellulaires impliqués dans l’inflammation 
pulmonaire et leur rôle dans le développement de la pathologie. Des études menées sur la 
souris sont transposable à l’homme comme des dosages cytokiniques sur des lavages 
broncho-alvéolaires, du sérum ou des biopsies de poumons. La publication de notre équipe 
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sur le rôle de l’IL-22 dans l’asthme allergique a démontré que l’expression d’ARNm de cette 
cytokine était augmentée dans le sérum des patients asthmatiques (Besnard, Sabat et al. 
2011). L’utilisation de lignées de cellules bronchiques humaines peut également nous fournir 
des informations comme ce fut le cas des stimulations avec HDM que nous avons réalisées 
sur les BEAS-2B et les THP1. En effet, ces cellules produisent de l’IL-33 en réponse à HDM.  
 Nous nous sommes concentrés sur le modèle d’inflammation pulmonaire induit par 
l’allergène d’acarien HDM puisque plus de 80% des patients asthmatiques sont positifs à cet 
allergène. De plus, ces dernières années, la connaissance des allergènes d’acariens s’est 
étendue et nombres d’entres eux ont été isolés et parfaitement caractérisés mettant ainsi à 
disposition des scientifiques des outils diagnostiques et thérapeutiques performants. Parmi 
les allergènes respiratoires, seuls les acariens de la poussière de maison ont été clairement 
impliqués comme facteur déclenchant ou aggravant de l’eczéma atopique en plus d’être 
responsable de l’asthme allergique.  
 L’asthme est une maladie multifactorielle et chaque patient est unique. L’une des 
limites de tous les modèles d’asthme est le manque de connaissance vis à vis de la 
pathophysiologie de la maladie chez l’homme. Pour le moment, le seul traitement qui peut 
influencer et modifier le cours clinique de l’asthme allergique aux acariens est 
l’immunothérapie, appelée également désensibilisation ou vaccination allergénique. 
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Annexe 1 (Revue 1): TSLP, une nouvelle cible thérapeutique potentielle pour le 
traitement de l’asthme allergique 
 
TSLP, a new potential therapeutic target for the treatment of allergic asthma 
 
Fahima Madouri, Valérie F.J. Quesniaux, Bernhard Ryffel, and Dieudonnée Togbe. 
 
Revue Française de l’Allergologie, Volume 53, Issue 3, April 2013 
 
 Il s’agit d’une revue publiée lors du 8ème Congrès Francophone d’Allergologie dans la 
“Revue Française de l’Allergologie” qui se focalise sur la cytokine TSLP en tant que cible 
therapeutique potentielle pour le traitement de l’asthme allergique. Elle s’appuie sur les 
données de la littérature et sur un article publié par notre équipe dont je fais partie des 
auteurs qui se trouve également en annexe (Article 3). 
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Annexe 2 (Article 3): TSLP est recquis pour le dévelopement des 
lymphocytes Th2/Th22 et réduit la production d’IL-17A dans l’inflammation 
pulmonaire allergique induite par des protéases. 
 
Thymic Stromal Lymphopoietin Enhances Th2/Th22 and Reduces IL-17A in Protease-
Allergen-Induced Airways Inflammation 
 
Dieudonnée Togbe, Louis Fauconnier, Fahima Madouri, Tiffany Marchiol, Pauline Chenuet, 
Nathalie Rouxel, Aurélie Ledru, François Erard, Valerie Quesniaux, and Bernhard Ryffel 
 
ISRN Allergy. 2013 Feb 7;2013:971036. doi: 10.1155/2013/971036. Print 2013. 
 
 Lors de ma thèse, j’ai réalisé des expériences figurant dans cet article qui montre le 
rôle régulateur de TSLP dans l’asthme allergique induit par des protéases comme OVA, 
HDM ou la papaïne. TSLP est une cytokine produite entre autre par les cellules épithéliales 
suite à un dommage ou a un stress cellulaire. Il est notamment surexprimé dans les biopsies 
de bronches de patients asthmatiques. Cette cytokine est décrite en détail dans la revue de 
l’annexe 1. 
 Nous démontrons dans cet article que les souris déficientes pour TSLPR traitées 
avec l’allergène d’acarien HDM ou avec la papaïne présentent une réduction du phénotype 
allergique. De plus, des expériences réalisées sur le modèle d’inflammation pulmonaire à 
l’ovalbumine montrent une réduction de la prise en charge de l’antigène par des DC 
déficientes pour TSLP. 
 En conclusion ces résultats suggèrent que TSLPR joue un rôle important dans la 
réponse allergique et pourrait être une cible thérapeutique potentielle dans le traitement de 
l’asthme allergique.  
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Fahima MADOURI  
Asthme allergique induit par un allergène d’acarien, House Dust Mite 
(HDM): rôles de la caspase-1 et de la Protéine Kinase C thêta (PKC-θ) 
 Des études menées au laboratoire avaient démontré un rôle critique de l’inflammasome 
NLRP3 dans l’asthme allergique en réponse à l’ovalbumine en absence d’adjuvant. Mes travaux de 
thèse ont porté sur le rôle de NLRP3 et de la caspase-1 dans un modèle murin d’inflammation 
pulmonaire induite par l’allergène d’acarien HDM. Nous avons montré un rôle régulateur de la 
caspase-1 dépendant de l’inflammasome NLRP3 et la molécule adaptatrice ASC mais pas de 
l’inflammasome NLRC4. Cette régulation de la réponse allergique se caractérise par une 
augmentation de l’infiltration des éosinophiles, de l’hyperréactivité bronchique et de la production des 
cytokines de type Th2 telles que l’IL-4, l’IL-5, l’IL-13 et l’IL-33 dans les poumons. Nous avons montré 
que les mécanismes responsables de cette régulation sont associés à l’IL-33 produite par les 
macrophages et que la neutralisation de l’IL-33 par administration locale de la protéine de fusion au 
récepteur ST2 (muST2-Fc) atténue les caractéristiques de l’asthme allergique. Ces résultats 
suggèrent que l’activation de la caspase-1 réduit la production d’IL-33 in vivo et régule ainsi la 
réponse l’inflammation pulmonaire induite par HDM et la réponse Th2. 
 D’autre part, nous nous sommes intéressés au rôle de la Protéine Kinase C thêta (PKC-θ) 
dans ce même modèle d’inflammation pulmonaire. Nous avons démontré que PKC-θ joue non 
seulement un rôle protecteur dans l’asthme allergique mais également un rôle critique pour la 
prolifération et l’activation des cellules lymphoïdes innées (ILC2). D’autre part, l’inhibition de PKC-θ in 
vivo par administration orale de son inhibiteur spécifique C20 (BIX02656) atténue l’inflammation 
pulmonaire et la production d’IL-5 et d’IL-13. Nous suggérons que PKC-θ est impliquée dans la 
différenciation des Th2 et des ILC2 via un mécanisme dépendant des facteurs de transcription IRF4 et 
NFAT-1. Au total, mes travaux de thèse mettent en exergue deux molécules IL-33
 
et PKC-θ qui 
pourraient constituer des cibles thérapeutiques potentielles.  
 
Mots-clés : inflammation pulmonaire, asthme, HDM, NLRP3, caspase-1, IL-33, PKC-θ, ILC2 
 
Allergic asthma induced by House Dust Mite allergen (HDM): roles of 
caspase-1 and Protein Kinase C theta (PKC-θ) 
 Studies from our laboratory have shown a critical role of NLRP3 inflammasome in response to 
ovalbumin allergen. In the present study we investigate the role of NLRP3 and caspase-1 in a mouse 
model of pulmonary inflammation induced by HDM. We have shown a regulatory role of caspase-1 
dependant of the NLRP3 inflammasome and the adaptator molecule ASC but not NLRC4. The 
regulation of the allergic response is characterized by an increase of eosinophilia, bronchial 
hyperreactivity and Th2 cytokines production (IL-4, IL-5, IL-13 and IL-33) in lungs. We have shown 
that mechanisms responsible of this regulation are associated with IL-33 production by macrophages 
and that neutralization of IL-33 by local administration of a fusion protein of the ST2 receptor (muST2-
Fc) reduce characteristics of asthma. These results suggest that caspase-1 activation reduce IL-33 
production in vivo regulating lung inflammation and Th2 response induced by HDM. 
 Moreover, we investigate the role of the Protein Kinase C theta (PKC-θ) in allergic airway 
inflammation. We have demonstrated that PKC-θ plays a protective role in allergic asthma but is 
critical for the activation and proliferation of innate lymphoid cells (ILC2). In addition, in vivo inhibition 
by oral administration of PKC-θ specific inhibitor C20 (BIX02656) reduces pulmonary inflammation 
with IL-5 and IL-13 production. We suggest that PKC-θ is implicated in Th2 and ILC2 differenciation by 
a mechanism dependant on transcription factors IRF4 and NFAT-1. Finally, my thesis projects 
describe IL-33 and PKC-θ as potential therapeutic targets for allergic lung inflammation. 
 
Keywords: lung inflammation, asthma, HDM, NLRP3, caspase-1, IL-33, PKC-θ, ILC2 
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